Identification de marqueurs disciminants pour assurer la traçabilité des produits aquatiques tropicaux : application à la traçabilité des poissons en Asie du sud-est by Montet, Didier
ATP 02/50 
RAPPORT FINAL 
Dr Didier MONTET 
27 juin 2005 
Identification de marqueurs discriminants pour assurer la 
traçabilité des produits aquatiques tropicaux : 
applications à la traçabilité des poissons en Asie du sud-est 
Coordinateur: Didier Montet, Cirad-Amis/Paa, UR Tropiqual, TA 40/16, 34398 Montpellier 
Cedex 5 didier.montet(éV,cirad.fr, Tél : 04 67 61 57 28 
AMIS n°12 
UR Tropiqual 
2005 
Table des matières 
1 ère partie : Généralités sur le projet 
1. Rappel des objectifs 
2. Rappel des enjeux scientifiques 
3. Partenaires 
4. Rappel des activités définies au lancement de l' A TP 
5. Budget 
5 .1 Budget accordé aux partenaires en 2002 
5.2 Budget accordé aux partenaires en 2003 
5 .3 Budget accordé aux partenaires en 2004 
6. Comité de pilotage 
7. Dates importantes 
8. Achats de matériel 
9. Création du site quick place Tracefood 
10. Bilan en formation 
2ème partie : Résultats Scientifiques 
1. Introduction 
2. Les filières aquacoles au Vietnam et en Thaïlande 
2.1 Filière aquacole au Vietnam 
2.2 Filière aquacole en Thai1ande 
3. Les poissons étudiés 
3 .1 Le Tilapia 
3 .2 Le Pangasius 
4. Etude de marché sur le besoin en détermination d'origine des aliments 
pour les entreprises 
4.1 Marché de l'authentification 
4.2 Analyse externe 
4.3 Le plan marketing 
5. Les marqueurs d'espèce de poissons 
5 .1 Les pangacidés 
5 .2 Les tilapias 
5.3 Bilan 
5 .4 Traçabilité des poissons chats du Mékong (Vietnam) liée 
à la composition biochimique des poissons 
Pages 
4 
4 
4 
5 
6 
7 
8 
8 
9 
9 
9 
9 
10 
10 
11 
11 
12 
12 
13 
17 
17 
18 
19 
19 
21 
24 
25 
25 
28 
34 
35 
6. Les marqueurs d'espèce et d'origine des poissons: les microsatellites 36 
7. Les marqueurs biologiques d'origine: Identification de l'origine géographique 
des poissons par analyse des microorganismes 39 
7.1 Identification de la flore bactérienne (surface et intestine) des poissons 
en provenance de différentes fermes aquacoles d'Asie du Sud-Est par 
les méthodes de microbiologie classique 39 
7.2 Identification moléculaire de la flore bactérienne (surface et intestine) 
de poissons en provenance de différentes fermes aquacoles d'Asie du Sud-Est. 41 
7.3 Etude de la sensibilité aux antibiotiques des souches de bactéries isolées 
des poissons chats Pangasius du Vietnam et de Thaïlande 46 
8. Mise au point d'une méthode globale d'analyse des bactéries des poissons : 
laDGGE 50 
8.1 Utilisation de la PCR-DGGE pour la caractérisation des produits 
alimentaires 50 
8.2 Nature et origine des échantillons 51 
8.3 Optimisation des protocoles d'extraction des ADN des microorganismes 52 
8.3.1 Extraction de 1' ADN bactérien directement à partir de poissons 52 
8.3 .2 Extraction de l'ADN de bactéries isolées 53 
8.4 Amplification del' ADN bactérien par réaction de polymérisation (PCR) 53 
8.5 Vérification de l'extraction des ADN par Electrophorèse en gel d'agarose 55 
8.6 Electrophorèse en gel d'acrylamide avec gradient dénaturant (DGGE) 55 
8.7 Analyse del' ADN bactérien extrait directement de poissons 56 
8.8 Etudes des limites de la méthode 58 
8.9 Optimisation de la méthode par PCR gigogne ou Nested PCR 62 
8.10 Mise au point de l'analyse d' image 65 
8.10.1 Acquisition numérique du gel 65 
8.10.2 Traitement de l'image 65 
8 .10 .3 Analyses statistiques 66 
8.10.4 Amélioration de la lecture du gel (traitement primaire) 66 
8 .10 .5 Extraction des informations sous forme de données 
chiffrées (traitement secondaire) 67 
8.10.6 Résultats obtenus avec l'analyse d'image 70 
9. Effet du froid sur les marqueurs 73 
3 ème partie : Conclusions 77 
Remerciements 78 
Annexes 79 
Annexe 1 : Programme de restitution de la journée ATP 02/50 79 
Annexe 2 : Inscrits Congrès ATP 80 
1 ère partie : Généralités sur le projet 
1. Rappel des objectifs 
Dans le cadre de la mondialisation et face aux exigences croissantes du consommateur en terme 
de qualité et de sûreté des aliments, les règles appliquées par l'UE pour l'importation des 
produits alimentaires se durcissent Cependant, il reste difficile de garantir l'origine et le 
parcours des produits. Seuls les documents administratifs comme le certificat de conformité 
font état de l'itinéraire de ces produits. Le présent projet vise à identifier des marqueurs 
(moléculaires ou biologiques) discriminants permettant d'assurer la traçabilité des produits 
alimentaires tropicaux lors de leur importation. 
2. Rappel des enjeux scientifiques 
La traçabilité, c'est l'aptitude à retrouver l'historique, l'utilisation ou la localisation 
d'une entité (activité, procédés, produit ... ) au moyen d'identifications enregistrées 
(ISO 8402, 1994). Devant la difficulté de mettre en place des systèmes d'identification 
enregistrée le plus souvent documentarre dans les pays du Sud et la difficulté de suivre 
le cheminement des aliments, nous proposons d'identifier et de valider des marqueurs 
discriminants pertinents et spécifiques susceptibles d'assurer la traçabilité des produits 
d'origine aquatique, en particulier des poissons du sud-est asiatique au cours des 
échanges commerciaux internationaux. 
Les outils obtenus durant cette ATP devraient permettre de déterminer soit l'origine 
géographique du produit aquatique, soit son espèce, soit son itinéraire technique de 
production ou la combinaison de ces origines. 
Les marqueurs pourront être soit des espèces microbiennes ou des fragments de génome 
microbiens, soit des fragments de génome ou de protéines issus des animaux. Les espèces 
microbiennes étudiées sont celles appartenant aux flores commensales (de la peau, des ouïes ou 
du systèmes digestif) des poissons, ou des flores microbiennes d'altération: pathogènes des 
poissons ou contaminants apportés lors des traitements technologiques (dont certaines espèces 
peuvent être pathogènes pour l'homme). En plus des techniques classiques d'identification des 
microorganismes, nous avons mis en œuvre des techniques de biologie moléculaire. Pour 
identifier les espèces de poisson nous avons établis des profils électrophorétiques en utilisant la 
méthode IEF développée et standardisée par l 'Ifremer afin de développer une base de données 
utilisable en contrôle. L'analyse du génome des poissons a permis aussi d'identifier les espèces 
et les éventuels hybrides. 
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3. Partenaires 
- Coordinateur: Cirad-Amis, Programme Agro-alimentaire, TA 40/16, 34398 Montpellier 
Cedex 5 Tél. : 04 67 61 57 28 fax: 04 67 61 44 33 email : didier .montet(a icirad.fr 
Représenté par : Anne-Yvonne Ledain et Gérard Chuzel 
Responsable scientifique : Didier Montet 
Ont participé: Samira Sarter, Gérard Loiseau, Thierry Goli, D.Dijoux, Alain Bergeret (Valo), 
Marie Dominique Lafond (Documentaliste), Vincente Gomez (comptabilité) 
Et les étudiants: Leesing Ratanapom (Thésarde), Mobèche Isabelle (Dea UM Il), Minvielle 
Marion (Isa Lille), de Araujo Cécilia (UTC), Nguyen Nam Kha (Vietnam, Master Int. Siarc), 
Tatsadjieu Leopold (Cameroun), Chuen How Ng (Malais, AIT), Cavelier Mélanie, Nguyen 
Thanh Tri (Vietnam, DEA UM Il), Agui Isabelle (DEA UM Il), Gemrot François (DEA UM 
Il), Gourgas Andrée (Cnam Montpellier), Mattei Carolina (Brésil, DEA UM Il), Nguyen Doan 
Duy (Vietnam,. Thésard UM Il), Barlet Nicolas (IUP 3B, UM Il), Duk Sehya (Master Asia 
Link), Benchakroud Naiina (BTS Montpellier), Grisoni Laure (BTS Montpellier). 
Les stages suivants ont été réalisés en Thai1ande : Chrystel Moreau (IUP UM Il), Chloé 
Bemdt-Briand (Siarc), Eric Estienne (Siarc). 
Cirad-Amis, Programme Biotrop 
Représenté par : Thierry Legavre 
Et les étudiants: Christophe Dulhoste (IUP 3 B Montpellier) 
Cirad-Emvt, Equipe aquaculture 
Représenté par Jérôme Lazard 
Ont participé : Helena D'Cota, Jean_François Baroillier, Frederic Clota 
Et les étudiants: Fischer Marion (lna-Pg), Cado Julien (lna-Pg). 
Les stages suivants on été réalisés au Vietnam : Huillery Anne-Laurence (lna-Pg), Romain 
Guibert (lna-Pg). 
Ifremer de Nantes 
Représenté par Monique Etienne puis Véronique Verrez-Bagnis 
Ont participé : Marc Jérôme 
Et les étudiants: Pauline Lacombe (Maîtrise, IUP Nantes), Véronique Ja:ffré (IUP Nantes), 
Hervé Souchet (Master 1 en Sciences Biologiques Marines IU Européen de la Mer Brest). 
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4. Rappel des activités définies au lancement de I' ATP 
La plupart des chercheurs prévus lors du dépôt de dossier en octobre 2001 a joué le jeu et 
maintenu leurs participations dans le projet. Le projet a été comme prévu découpé en activités 
et les chercheurs ont travaillé dans ces activités comme décrit ci-dessous: 
Activité 1, Responsable Didier Montet (Cirad-Amis) 
Titre: Coordination des activités et rapports intermédiaires (annuel) et final . Relation avec les 
partenaires asiatiques. 
Activité 2, Responsable Didier Montet 
Titre : Identification des difficultés rencontrées par les produits de l 'A TP importés vers 
l'Europe. 
Activité 3, Responsable Didier Montet 
Titre: Identification des partenaires potentiels pour le montage d'un projet européen sur le 
même thème. 
Activité 4, Responsable Didier Montet 
Titre : Encadrement de la thèse de Ratanapom Leesing (UM II/Khon Kaen University). 
Activité 5, Responsable Gérard Loiseau (Ensia/Amis) 
Titre : Etude des flores microbiennes présentes sur les produits de l 'A TP, validation de la 
pertinence des marqueurs microbiens, identification/quantification/utilisation pour la 
traçabilité. 
Activité 6, Responsable Thierry Goli (Cirad-Amis) 
Titre : Effet des traitements technologiques sur les marqueurs : aspects biochimiques, physico-
chimiques et sensoriels. Etude de l'effet de la congélation, du chauffage (couple 
temps/température) sur les marqueurs utilisés. 
Activité 7, Responsable Marie-Dominique Lafond (Cirad-Dist) 
Titre : Recherche bibliographique et mise en place d'un site Quick Place. 
Activité 8, Responsable Thierry Legavre 
Titre : Optimisation des protocoles d'extraction d'ADN plasmidiques et génomiques bactériens, 
de mise en évidence du polymorphisme du génome des souches bactériennes d'une même 
famille par AFLP, validation des marqueurs plasmidiques et du profil de résistance aux 
antibiotiques . Validation de la méthodes sur les échantillons d'intérêt. 
Activité 9, Responsable Philippe Cacot (Cirad-Emvt Viêt Nam) 
Titre : Collecte des données sur les filières Pangasius. 
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Activité 10, Responsable Philippe Cacot (Cirad-Emvt Viêt Nam) 
Titre : Collecte des échantillons en Asie du Sud-Est, croissance des Pangasius, en cours. 
Activité 11, Responsable Jean-François Baroiller (Cirad-Emvt) 
Titre : Etude de la traçabilité des Tilapias par leur caractère génétique. 
Activité 12, Responsable Jean-François Baroiller (Cirad-Emvt) 
Titre : Suivi de la dynamique de disparition ou d'apparition des marqueurs lors de transports 
· sur différents sites. 
Activité 13, Responsable Monique Etienne (lfremer) 
Titre: Identification d'espèces par analyse des protéines. 
Activité 14, Responsable Monique Etienne puis Véronique Verrez-Bagnis (lfremer) 
Titre: Recherche des séquences nucléotidiques spécifiques discriminantes. 
Activité 15, Responsable Monique Etienne (lfremer) et Gérard Loiseau (Cira.cl) 
Titre : Mise au point de techniques rapides d'identification. 
Activité 16, Responsable Didier Montet ave l'aide des professeurs S. Rakshit (AIT Thaïlande), 
The Dong Phan (Viêt Nam), Philippe Cacot (CIRAD Viêt Nam), Suwayd Ningsanond (SUT 
Thaïlande) et Paiboon Thammarutwasik (PSU Thaïlande). 
Titre: Etude de la filière d'export des poissons vers l'Europe. 
5. Budget 
Cette A TP a été fortement soutenue par la direction scientifique du Cirad. Le budget 2002, 
outre les activités scientifiques a permis d'acheter un appareil de DGGE qui a ouvert un 
nouveau champ de recherche. Aux 45 000 euros accordés en 2003 ont été rajoutés 7000 euros 
supplémentaires qui ont permit la réalisation des expérimentations coûteuses en biologie 
moléculaires. 
Le budget total de l'ATP a donc été de 164 000 Euros répartis annuellement et entre 
partenaires selon les tableaux suivants : 
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5.1 Budget accordé aux partenaires en 2002 
EMVT AMIS- AMIS- JFREMER Total 
Biotrop PAA 
Fonctionnement 7928 6100 7927 7927 29882 
Participation à Biotrop 6000 6000 
Frais Outre-Mer 5500 3090 8590 
Transports échantillons 1000 1033 2033 
Equipement 8000 8000 
Déplacements, missions 2591 815 3406 
Salaires stagiaires 2470 2470 4116 9056 
Coordination 2033 2033 
Total 20 428 8570 27144 12858 69000 
5.2 Budget accordé aux partenaires en 2003 
EMVT AMIS- AMIS- JFREMER Total 
Biotrop PAA 
Fonctionnement 4000 7000 5000 16000 
Participation à Biotrop 6000 6000 12000 
Frais Outre-Mer 4500 1000 5500 
Transports échantillons 0 860 860 
Equipement 0 0 
Déplacements, missions 2000 700 2700 
Salaires stagiaires 2470 2470 3000 7940 
Coordination 0 0 
Total 14500 8470 13330 8700 45 000 
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5.3 Budget accordé aux partenaires en 2004 
EMVT AMIS- AMIS- IFREMER Total 
Biotrop PAA 
Fonctionnement 4500 7500 6000 18000 
Participation à Biotrop 6000 7000 13000 
Frais Outre-Mer 4500 2000 6500 
Transports échantillons 0 860 860 
Equipement 0 0 
Déplacements, missions 3000 700 3700 
Salaires stagiaires 2470 2470 3000 7940 
Coordination 0 0 
Total 15000 9470 15830 9700 50 000 
6. Comité de pilotage 
Un comité de pilotage a été nommé par la Direction scientifique du Cirad pour assurer le suivi 
de cette ATP. Les membres nommés du comité étaient: Nadine Zakhia-Rozis (Amis), 
François Bertin (Amis), Gérard Chuzel (Amis), Emile Cros (Cp), Guy Linden (Mitech) et 
Philippe Becel (CEVPM Boulogne). 
Les membres du comité de suivi étaient : 
- Cirad : Didier Montet (coordinateur pour le Cirad), Gérard Loiseau, Thierry Goli, Thierry 
Legavre, Daniel Dijoux, Alain Bergeret. 
Ont participés également les étudiants à différentes périodes. 
Le comité de pilotage s'est réuni deux fois les 11 décembre 2002 et le 20 janvier 2004. Une 
journée scientifique a été organisée le 5 juin 2002. Une journée de congrès a clôturé l' ATP le 6 
avril 2005 à l' Amphithéâtre du Cirad (voir programme en annexe ainsi que la liste des inscrits). 
7. Dates importantes 
Cette ATP prévue sur 3 ans a été élaborée le 9 octobre 2001, déposée à la Direction 
scientifique du Cirad pour financement le 14 juin 2001 en pré-projet et le 11 octobre 2001 sous 
forme de projet définitif Son acceptation a été notifiée en décembre 2002. La ligne budgétaire 
Cirad a été ouverte en mars 2002, date officielle de début du projet. 
8. Achats de matériel 
Ce projet a permit l'achat de 8 000 Euro d'équipement. L'appareil de DGGE a été acheté grâce 
au budget de l' A TP en juillet 2003. 
9 
9. Création du site quick place Tracefood 
La responsable de cette activité est Marie Dominique Lafond. 
Ce site Quick Place est un espace sécurisé sur le Web où les partenaires de l 'ATP et les 
membres invités peuvent communiquer, partager des ressources et réaliser le suivi du projet. 
Ce site est divisé en plusieurs salles : entrée, communication sur le projet, gestion, activités du 
projet, documentation, forum, salle réservée aux étudiants. 
Ce site est accessible à l'adresse: http://gedmpl.cirad.fr/QuickPlace/tracefood/ 
1 O. Bilan en formation 
La totalité des formations dispensées durant les deux premières années a représenté environ 15 
années de travail et autant de rapports à corriger et à lire que d'étudiants. 
Les stages suivants on été réalisés au Cirad de Montpellier : Ratanapom Leesing (Thèse UM 
Il), Isabelle Mobèche (DEA UM Il), Christophe Dulhoste (IUP UM Il), Daniel Dijoux (Cirad), 
Cécilia de Araujo (UTC), Nguyen Nam Kha (Vietnam, Master Int. Siarc), Tatsadjieu Leopold 
(Cameroun), Chuen How Ng (Malais, AIT), Cavelier Mélanie, Minvielle Marion (Isa Lille), 
Nguyen Thanh Tri (DEA UM Il), Isabelle Agui (DEA UM II), François Gemrot (DEA UM Il), 
Andrée Gourgas (Cnam Montpellier), Nguyen Doan Duy (Vietnam, Thésard UM Il), Nicolas 
Barlet (IUP 3B), Carolina Mattei (Brésil, DEA UM Il), Sehya Duk (Master Asia Link), Nanna 
Benchakroud (BTS Montpellier), Laure Grisoni (BTS Montpellier). 
Les stages suivants ont été réalisés à l'lfremer de Nantes: Pauline Lacombe (Maîtrise, IUP 
Nantes), Véronique Jaffré (IUP Nantes), Hervé Souchet (Master, IU Européen de la Mer 
Brest). 
Les stages suivants ont été réalisés en Thaïlande : Chrystel Moreau (IUP UM II), Chloé 
Bemdt-Briand (Siarc), Eric Estienne (Siarc). 
Les stages suivants on été réalisés au Vietnam: Huillery Anne-Laurence (lna-Pg), Romain 
Guibert (lna-Pg), Fischer Marion (lna-Pg), Cado Julien (Ina-Pg). 
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2ème partie : Résultats Scientifiques 
1. Introduction 
En écologie microbienne aquatique, la distribution des bactéries présentes dans l'eau est un 
aspect fluctuant. La composition de l'eau, sa température, les conditions climatiques sont 
autant de facteurs qui peuvent jouer sur la composition microbienne du milieu. Avec ses 
travaux sur les communautés bactériennes de la rivière Congonhas au Brésil, Sousa (2001) a 
montré qu'il y avait un lien direct entre la communauté bactérienne d'une eau de rivière et la 
flore commensale des poissons qui y vivent. En effet, les espèces de Pseudomonas, 
d'Acinetobacter, d'Aeromonas et d'Enterobactéries les plus fréquemment rencontrées dans les 
eaux de rivière tropicale le sont également chez les poissons associés à ce milieu. 
L'étude de Wong et al. (1999) portant sur des souches de Vibrio parahaemolyticus présentes 
sur les crevettes produites en Asie, a montré que certaines espèces étaient spécifiques de zones 
géographiques particulières. Les souches de Vibrio parahaemolyticus isolées le sont rarement 
en Europe, elles pourraient servir de marqueurs d'origine intéressants. Par extrapolation aux 
autres produits aquatiques, pour une même espèce bactérienne, des poissons porteraient des 
communautés bactériennes différentes selon leur provenance. En identifiant la flore 
commensale des poissons d'une région donnée, la cartographie des communautés bactériennes 
servirait à établir l'origine du poisson. 
Les méthodes d'identification classiques des bactéries qui nécessitent la mise en culture des 
souches sont longues (24 à 48 h), contraignantes et ne permettent pas de connaître la diversité 
microbienne d'un échantillon naturel. Les milieux de culture ainsi que les conditions 
d'incubation ont tendance à favoriser certaines espèces bactériennes au détriment des autres, 
seules les bactéries viables cultivables (les bactéries viables non cultivables ne le sont pas) sont 
identifiées par conséquent l'image de la diversité microbienne est souvent biaisée. Des 
comparaisons entre les résultats d'observations microscopiques et les caractères culturaux 
d'une population bactérienne ont démontré l'insuffisance des techniques de microbiologie 
classiques pour analyser une composition complexe. Pour les bactéries viables et cultivables, 
l'utilisation de méthodes d'identification biochimique rapides comme les galeries API permet de 
différencier et d'identifier des espèces voir des sous espèces bactériennes. Le niveau de 
différentiation autorisé par ces méthodes ne permet pas cependant d'explorer :finement la 
diversité microbienne d'un échantillon. Seul le ribotypage qui fait appel aux outils de la 
biologie moléculaire permet de différencier finement des souches bactériennes de la même 
espèce. 
Le principe du ribotypage est de séquencer voir de différencier le gène de l'ARN l 6S de la 
petite sous unité 30S du ribosome microbien. Cette partie du génome a la particularité d'être 
une séquence très conservée incorporant des régions dites hypervariables. C'est au cœur de ces 
zones de polymorphisme que les différences entre les espèces voir même entre les souches 
pourront être décelées et utilisées. 
Le séquençage de cette région reste une technique laborieuse et coûteuse. Les techniques dites 
d'empreinte génétique comme le polymorphisme de longueur de fragment de restriction (RFLP) 
est potentiellement une bonne technique pour visualiser les différences entres les différentes 
souches bactériennes. L'analyse RFLP commence par l'extraction de l'ADN des souches à 
typer. Les ADN extraits sont coupés par une ou plusieurs enzymes de restriction selon que 
l' ADN possède ou non les sites de coupure spécifiques des enzymes utilisés. Le nombre et la 
taille des fragments obtenus après hydrolyse des enzymes de restriction dépends de la séquence 
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des ADN extraits. Le polymorphisme des fragments obtenus est mis en évidence par 
électrophorèse. Un autre outil est la SSCP (Single Strand Chain Polymorphism ) qui est basée 
sur l'analyse électrophorétique des ADN extraits dénaturés sous forme de fragments simple 
brin. Une différence au sein de la séquence étudiée modifie suffisamment la structure 
secondaire de l' ADN monobrin pour qu ' il en résulte des changements de migration 
électrophorétique dans un gel de polyacrylamide. Enfin la PCR-DGGE (Denaturing Gel 
Gradient Electrophoresis) et la PCR-TGGE (Température Gel Gradient Electrophoresis) sont 
des techniques d'empreinte génétique efficaces. La PCR-DGGE permet d'estimer la diversité 
des microorganismes et de révéler les germes cultivables ou non dans un écosystème donné 
grâce à l'amplification à partir d'un extrait total d'ADN d'un gène servant de marqueur, en 
l'occurrence la région V3 de !'opéron codant pour l'ARNr 16S. Deux amorces permettent 
d'amplifier spécifiquement une séquence de 236 paires de bases de la région V3. Une 
modification minimes de la séquence amplifiée se répercute sur les propriétés de fusion (TM) 
séquence d'ADN amplifiée double brin qui sont mis en évidences par un gradient de 
dénaturants chimiques de l'ADN comme l'urée et le formamide ou un gradient de température 
(Muyzer et al. , 1996) lors d'une migration dans un gel de polyacrylamide. 
Ces empreintes de communautés bactériennes fournissent des profils de bandes qui reflètent la 
diversité génétique d'une population microbienne. 
2. Les filières aquacoles au Vietnam et en Thaïlande 
Responsable : Jérôme Lazard (Emvt). Ont participé Philippe Cacot (Emvt, Vietnam), Anne 
Laurence Huillery (Stagiaire Ina-Pg, Vietnam et Thaûande). 
2.1 Etude de la filière Pangasius au Viêt-Nam 
Cette étude a été réalisée par Anne Laurence Huillery, stagiaire Cirad-Emvt et maintenant 
devenue Volontaire International en Entreprises pour l'entreprise Ledun du groupe Sélection 
Loiseau et Régnault. L'encadrement scientifique est assuré par Philippe Cacot (Cirad-Emvt 
Viêt Nam). Les données datent de 2001 et on constate depuis une évolution permanente. 
L'aquaculture des Pangasius, poissons-chats endémiques du sud Viêt Nam, a connu un essor 
spectaculaire dans le delta du Mékong : la production a été multipliée par 9 en 10 ans, pour 
atteindre 76 000 tonnes en 2000 et 200 000 tonnes en 2002. Les deux principales espèces 
élevées sont Pangasius hypophthalmus (90 % de la production) et Pangasius bocourti, 
respectivement "ca tra" et "ca basa" en vietnamien ; trois autres espèces de Pangasius sont 
également élevées, réservées au marché local. La reproduction des deux espèces citées est 
contrôlée depuis 1995. Auparavant pêchés dans le Mékong, les alevins sont aujourd'hui fournis 
par les écloseries. Après les étapes de nurserie et de pré-grossissement ils passent en élevage de 
grossissement pendant 4 à 12 mois, en cages flottantes ou en étang, où ils sont récoltés 
lorsqu'ils atteignent leur poids commercial, entre 0,7 et 2 kg. Jusqu'en 1997, l'élevage en cages 
flottantes concernait uniquement P. bocourti. Depuis, P. hypophthalmus est devenue la 
principale espèce élevée, car son coût de production est inférieur à celui de P. bocourti, dont 
les alevins sont beaucoup plus chers. Les poissons, dans 95 % des cas, sont nourris avec un 
aliment artisanal à base de son de riz et de poisson-fourrage préparé par l'éleveur. Les autres 
éleveurs distribuent des granulés flottants. Les rendements atteints sont très élevés : jusqu'à 17 
kg/m3/mois pour l'élevage en cage flottante, et jusqu'à 344 tonnes/ha/an pour l'élevage en étang. 
La moyenne en étang en 2001 pouvait être estimée à 160 t/ha/an. Les systèmes d'élevage se 
perfectionnent et se diversifient : on trouve des étangs à fort renouvellement d'eau, des élevages 
en enclos le long des rives. 
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La majeure partie de la production provient des cages flottantes (4 600 cages, 55 000 tonnes 
annuelles) dans les provinces d'An Giang et Dong îhap. Les neuf dixièmes de cette production 
sont destinés à des usines de transformation (une quinzaine dans le delta du Mékong) où les 
poissons sont transformés en filets surgelés qui seront exportés sous des appellations 
commerciales diverses (river cobbler, Mekong catfish, basa ... ) selon l'espèce et la couleur de la 
chair. Le volume des exportations atteint 20 000 tonnes (en l'an 2000), le premier marché étant 
l'Asie du sud-est, suivi par les Etats-Unis. La situation des Pangasius aux Etats-Unis est 
exceptionnelle : 3 500 tonnes importées dans le premier semestre 2001, soit autant que dans 
l'année 2000. Ce succès éveille d'ailleurs l'inquiétude des producteurs de poisson-chat 
américain (Channel catfish, Jeta/urus punctatus). 
Si la filière décrite a connu un développement très important, elle se retrouve aujourd'hui dans 
une situation moins :florissante, vraisemblablement une crise de croissance : la surproduction 
fait chuter les prix payés aux éleveurs, qui se retrouvent en difficulté :financière. 
Vintensification de l'élevage s'accompagne de problèmes pathologiques, et les éleveurs ne 
disposent d'aucun conseil vétérinaire en la matière. A l'exportation, ces produits sont encore 
mal connus, et suscitent la méfiance des importateurs occidentaux. Une structuration de la 
filière et une stratégie de qualité et transparence de la part des transformateurs sont nécessaires 
pour pérenniser la production et son environnement. 
2.2 Etude de la fdière Tilapia en Thailande 
Cette étude a été réalisée par Marion Fisher, Julien Cado, stagiaires Ensa Montpellier et Anne-
Laurence Huillery (Cirad-Ledun) 
Ces deux stagiaires ont réalisé leur stage de 3 mois à la faculté des pêches de l'Université de 
Kasetsart à Bangkok, encadré par le professeur W anchai W aratanamateekul, du département 
"Produits Aquatiques". 
Deux millions de tonnes de tilapia ont été produites en 2001, dont 1,3 millions de tonnes 
provenant de l'aquaculture. Les filets de tilapia pourraient remplacer les filets de poissons à 
chair blanche très demandés sur le marché européen (de type cabillaud, colin .. . ), et sont déjà 
bien positionnés sur le marché américain (75 000 tonnes importées en 2001). La Thaïlande 
était en 1999 le troisième pays producteur de tilapias, mais la production reste principalement 
destinée au marché intérieur. 
Le secteur des produits aquatiques en Thaïlande semble bien organisé 
Au niveau institutionnel, le secteur des produits aquatiques est géré par le Département des 
Produits Aquatiques (Fishery dept.), dépendant du Ministère de l'Agriculture. Au niveau de 
chaque province on trouve des "Fishery Officers", et des stations de recherche et de 
vulgarisation (Research and Extension station, 68 stations au total). 
Au sein du Département des Produits Aquatiques se trouvent vingt divisions et instituts. On 
peut citer notamment la Division pour l'inspection et le Contrôle de la Qualité, responsable des 
certificats sanitaires, de l'application des normes HACCP, des agréments d'exportations ; 
l'Institut National de Recherche Génétique en Aquaculture (NAGRI), la Division des Pêches en 
Eau Douce (Inland Fishery Div.) .. . 
13 
Au niveau commercial: Chaque province possède son "Sapan Pla", c'est-à-dire marché aux 
poissons, géré par des compagnies privées (comme le marché de Thalad Thaï, à Bangkok) ou 
par le gouvernement (exemple de la FMO, Fishery Market Organisation, qui gère le principal 
marché aux poissons pour grossistes de Bangkok). 
Auparavant responsable uniquement des ports de pêches, la FMO a étendu ses activités à la 
gestion de certains marchés thaïlandais, et s'occupe aujourd'hui de 30 à 40 % des produits 
aquatiques du pays. Sur le Bangkok Fish Market, la FMO fixe la marge maximale que peut 
prendre le grossiste, contrôle les horaires d'arrivée des poissons (pour la fraîcheur), loue des 
emplacements à des entreprises ... 0.25 % des recettes sont réinvestis dans l'équipement de 
bateaux et l'aquaculture. 
Production et commercialisation des alevins : utilisation de la réversion sexuelle pour 
produire des populations monosexe mâle 
Différents Tilapias sont produits en Thaïlande : tilapia noir O. niloticus, tilapias rouges (issus 
de mutations ou d'hybridations) ; plusieurs souches ont été introduites (GIFT, Chitralada) ou 
créées en Thaïlande (Nagri 1, Tuai Red). 
Une grande partie des alevins produits en Thaïlande aujourd'hui sont des alevins mâles, obtenus 
par réversion sexuelle. Il a été montré que cette technique ne présentait pas de risques pour les 
humains lors de la consommation des poissons, l'hormone disparaissant de l'organisme bien 
avant que le tilapia n'atteigne sa taille commerciale. Cette pratique a été introduite en Thaïlande 
entre 1995 et 1997 ; elle consiste à exposer les larves à de la méthyl-testostérone pendant 21 
jours après l'éclosion (l'hormone est incorporée dans l'aliment). Les géniteurs peuvent être 
stockés dans des hapas ou des bassins hors-sol. 
Mais il y a également des petites exploitations qui produisent elles-mêmes leurs alevins et ne 
leur appliquent pas la réversion sexuelle. 
Localisation de la production et commercialisation des alevins 
Toutes les stations provinciales possèdent une écloserie, et produisent ou ont produit des 
alevins de tilapia. Des écloseries privées fournissent également une grande partie des alevins 
(ferme Nam Sai, écloserie de CP). 
Les alevins de 21 jours, ayant subi la réversion sexuelle, sont vendus entre 0,22 et 0,25 baht1 
par poisson, ces derniers pesant à ce moment environ 0,01 g. En général, les alevins produits 
dans les stations provinciales sont moins chers que ceux produits par les écloseries privées, 
mais ces dernières peuvent fournir des quantités plus importantes. La plupart des alevins 
produits est destinée aux éleveurs thaïlandais. Une très petite quantité seulement est exportée, 
vers le Viêt Nam, le Ghana et l'Equateur (par exemple pour la ferme Nam Saï, 1 % de la 
production est exportée vers les pays cités). 
Production en cage ou en étang et commercialisation des Tilapias de taille 
L'étang est le mode d'élevage le plus répandu pour les tilapias en Thaïlande. L'aquaculture en 
étang de tilapia se fait dans la plaine centrale et les provinces du centre. 
1 1 euro = 50 bahts environ 
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Groupe de cages appartenant au même propriétaire; total de 22 
cages. Chaque cage mesure 5*4*5 m 
Les élevages en cages flottantes de tilapias rouges se fait sur le Chao Praya (fleuve central de 
la Thai1ande, qui passe par Bangkok) (photo). Dans les deux élevages visités, les poissons 
étaient nourris avec des granulés flottants (produits pas CP, qui avait également fournis les 
alevins aux éleveurs). 
Rentabilité de l'activité de grossissement de tilapias 
Des études ont été menées par le département d'économie (Professeur Somying) sur la 
rentabilité des différentes formes d'élevage des tilapias en Thaïlande : 
• la monoculture se révèle plus profitable que la polyculture, car cette dernière concerne 
la plupart du temps des élevages de petite taille, utilisant des alevins non l OO % mâles 
• cependant l'aquaculture de tilapia intégrée à de l'élevage reste une activité rentable, au 
contraire de la rizi-pisciculture ; 
• la monoculture de tilapia en cages flottantes à échelle industrielle présente un coup de 
production moins élevé que la monoculture en étang, à cause des impôts sur la terre ; 
• cependant les potentialités de l'élevage en cages flottantes semblent limitées pour des 
questions de place sur les rivières et de qualité de l'eau. 
Place des tilapias sur le marché local 
Les visites de marchés de gros et de détail à Bangkok ont donné un aperçu de l'importance des 
tilapias pour le marché thaïlandais : le tilapia (noir et rouge) fait partie des espèces d'eau douce 
les plus vendues (les autres sont la carpe indienne "rohu", la carpe commune, des Pangasius -
apparemment P. gigas-, des Clarias). Et dans les restaurants et échoppes de rue, les tilapias 
sont également très présents, présentés frais voire vivants (dans des aquariums) dans les 
restaurants, ou vendus séchés et assaisonnés dans la rue. 
On peut expliquer cette importânce par le prix des tilapias (de 20 à 45 baht /kg, le prix le plus 
élevé correspondant aux poissons d'au moins un kilo), comparé à celui des poissons marins : 
Seabass (Lates calcarifer) = 110 à 150 bahts I kg, pour des poissons de 100-125 grammes 
Thon (surgelé)= 55 à 65 bahts /kg 
Comparé à d'autres poissons d'eau douce en revanche, il reste plus cher : 
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Carpe chinoise = 10-15 bahts /kg pour des petits poissons 
Pangasius = autour de 20 bahts / kg 
Le volume des pêches marines tend à diminuer, alors les gens se reportent sur les espèces d'eau 
douce, que des programmes de recherche et de vulgarisation tendent à promouvoir. 
Les tilapias peuvent être vendus vivants (et dans ce cas plus chers) ou morts. Chez le grossiste 
interviewé, les tilapias vivants représentaient 20 % des ventes de ce poisson, les tilapias 
représentant 50 % du volume qu'il commercialise. 
D'autres chiffres illustrent l'importance du tilapia pour le marché local ; ils nous ont été 
communiqués par la FMO (Fishery Marketing Organisation) : sur les 105 000 tonnes annuelles 
de poissons commercialisées sur le marché principal de Bangkok (celui de la FMO), 50 % sont 
des poissons d'eau douce. Et les tilapias représenteraient 80 % des poissons d'eau douce 
commercialisés. On peut donc estimer que 42 000 tonnes de tilapias sont vendues sur le marché 
de gros de Bangkok. 
Cages et étangs, quels marchés ? 
Les poissons de cages bénéficient d'une meilleure image que les poissons d'étangs. D'après les 
thaïlandais interrogés, les tilapias de cages seraient meilleurs, et les clients peuvent les 
reconnaître d'après l'aspect extérieur. L'entreprise CP, qui exporterait une bonne partie des 
tilapias qu'elle produit, fait de la monoculture en cage ... Les poissons destinés à l'exportation 
proviendraient donc de cages et d'étangs, alors que le marché local est alimenté par des 
poissons d'étangs (communication du Pr. Somying). 
Exportation des tilapias thanandais 
L'exportation de tilapias en Thaïlande concerne de très petits volumes (inférieurs à 5 % de la 
production totale en 1999, FAO 1999). 
La seule entreprise visitée exporte vers le Bénin, l'Afrique du Sud, l'Arabie Saoudite, Dubaï et 
le Moyen-Orient des tilapias noirs entiers surgelés, censés provenir essentiellement de cages. 
Cette entreprise familiale se trouve contre le marché de la FMO, et avait à l'origine une activité 
de grossiste pour le marché local. Les exportations sont très récentes, et ne visent pas du tout 
l'Europe ou les Etats-Unis ; le directeur a conscience que les standards sanitaires requis sont 
bien supérieurs à ceux appliqués dans son usine ... Le prix FOB Bangkok est de 1,2 à 1,3 USD 
/ kg pour des poissons de 800 grammes. 
Tilapia (O. niloticus) destinés à l'exportation 
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On peut retenir que : 
• La production de Tilapias en Thaïlande est très majoritairement destinée au marché local, 
en pleine croissance. La filière d'exportation est très restreinte, et concerne un petit nombre 
d'opérateurs. 
• Les clients thaïlandais semblent distinguer deux types de tilapias, d'après le mode d'élevage 
(cage ou étang), et non d'après la couleur (rouge ou noir). On peut supposer que les clients 
étrangers feront la même distinction, et voudront connaître le mode de production des 
poissons ou filets achetés. 
3. Les poissons étudiés 
3.1 Le Tilapia 
Systémique : Ordre : Percomorphes, Sous Ordre : Percifonnes, Famille : Cichilidae, Genre : 
Tilapia 
Généralités 
Le Tilapia est un poisson d'eau douce, originaire d'Afrique de l'Est qui s'adapte à tous les 
biotopes. Ainsi en 1950, l'espèce Oreochromis mosambicus a été la première introduite dans 
toutes les zones tropicales à des fins alimentaires et notamment en Asie. Très vorace et 
envahissant, ce poisson a très vite acquis une mauvaise réputation. Sa chair est de moins bonne 
qualité que les espèces locales présentes initialement, dont les populations décroissent. 
En 1965, l'espèce Oreochromis niloticus, 
communément appelée "perche du Nil" a relancé 
l'élevage du Tilapia en Asie du Sud Est. Cette 
espèce présentent plusieurs atouts : en tenne 
d'élevage, elle se prête très bien à la polyculture, ce 
qui pennet donc un développement conjoint avec 
d'autres genres de poissons tels que les 
Pangasiidaes. 
Photographie de Tilapia Oreochromis niloticus 
La croissance du Tilapia est rapide et il est capable de se reproduire jeune (1 à 3 ans selon le 
sexe et le milieu). L'éclosion des œufs intervient 4 à 5 jours après la fécondation assurant une 
production importante et régulière tout au long de l'année. 
D'un point de vue organoleptique, les filets sont blancs et fennes, ils ont un goût peu prononcé, 
ressemblant à celui de la sole ou du turbo, deux poissons très prisés en Europe. Enfin, la chair 
résiste bien aux procédés de conservation tels que la congélation. Ce dernier avantage est 
intéressant notamment lors des d'échange commerciaux entre l'Asie du Sud-Est et l'Europe. 
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3.2 Le pangasius 
La famille des poissons-chats Pangasiidae compte 28 espèces réparties naturellement dans les 
pays d'Asie du Sud et du Sud-Est, du Pakistan à l'archipel indonésien (Roberts et Vidthayanon, 
1991 ; Pouyaud et al, 1999, 2000, 2002 et 2003; Ng et Kottelat, 2000; Pouyaud et Teugels, 
2000; Gustiano et al, 2003 et 2004). La fornre de ces poissons et leur comportement évoquent 
davantage le requin que le poisson-chat; ils sont pour cette raison souvent appelés shark-fish. 
Ce sont en effet de grands nageurs, pour la plupart migrateurs, qui fréquentent les grands 
fleuves aux vastes plaines d'inondation. Généralement ignorés des statistiques de production, 
les pangasidés ont cependant une importance économique certaine dans les pays de la région, 
avec une production annuelle globale probablement de l'ordre de 500 000 tonnes. Ils ont donc 
une importance comparable aux deux autres grandes familles de poissons-chats que sont les 
Clariidae, produits en Afrique et en Asie, et les Ictaluridae (Channel catfish), produits en 
Amérique du Nord. 
Le Mékong compte 13 espèces de pangasidés, qui présentent des caractéristiques variées, dont 
8 sont des poissons de taille plutôt grande, atteignant au moins 50 cm de longueur et présentant 
un intérêt aquacole. Parmi ces 8 espèces, deux sont géantes (Pangasius gigas et P. 
sanitwongsei) : elles peuvent atteindre 3 m et peser jusqu'à 300 kg. Les pangasidés vivent en 
eau douce, mais deux espèces sont euryhalines, i.e. tolérantes aux variations de salinité (P. 
kremp.fi et P. mekongensis) ; elles vivent dans l'estuaire du Mékong et remontent le fleuve en 
eau douce pour se reproduire (espèces anadromes). Les pangasidés possèdent une respiration 
aérienne complémentaire, plus ou moins développée, grâce à une vessie natatoire particulière 
qui joue le rôle de poumon accessoire. Ainsi les pangasidés et tout particulièrement P. 
hypophthalmus sont-ils relativement tolérants vis-à-vis des faibles teneurs en oxygène de l'eau. 
Le régime alimentaire de ces poissons est omnivore avec une tendance phytophage ou 
carnassière en fonction des espèces. P. bocourti est notamment réputé pour sa consommation 
importante de matières végétales avec une tendance frugivore marquée. Comme chez tous les 
poissons-chats, la chair des pangasidés est dépourvue d'arêtes fourchues intramusculaires qui 
truffent généralement la chair de nombreux poissons d'eau douce comme ceux de la famille des 
Cyprinidae. La texture de la chair peut être fondante (P. bocourti) ou plus ou moins ferme en 
fonction des espèces et de leur provenance. Sa saveur est généralement peu prononcée. 
Cette qualité de chair justifie l'intérêt suscité par les pangasidés qui sont appréciés à la fois 
localement (autoconsommation, marchés locaux) et sur le marché international (importation de 
filets congelés par les USA en particulier). Quant aux autres caractéristiques intéressantes, 
elles sont mises à profit pour l'aquaculture. Ainsi, une grande taille maximale est généralement 
associée à une bonne croissance (Legendre et Albaret, 1991) ; la respiration aérienne 
complémentaire permet une densité de stockage élevée dans des étangs à faible renouvellement 
d'eau ; le régime alimentaire omnivore permet la valorisation d'issues de céréales comme le son 
de riz disponible en très grande quantité dans ces régions. 
Les pangasidés font l'objet d'une pêche importante, avec souvent des méthodes de capture 
spécifiques. Ainsi, d'importantes pêcheries sont développées lors de la migration des poissons 
géniteurs vers les sites de frai. Les poissons juvéniles sont également pêchés en abondance avec 
de grands filets coniques. Ces juvéniles sont d'ailleurs généralement capturés vivants pour être 
mis en élevage. 
La disponibilité en juvéniles ayant été identifiée comme le véritable goulot d'étranglement au 
développement de la pangasiculture vietnamienne (Cacot, 1993 ; Lazard et Legendre, 1993), le 
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Cirad est intervenu à partir de 1994 avec plusieurs partenaires vietnamiens (UAF, UCT, 
AGIFISH) et français (IRD, INAPG, ENSAR) pour tenter de maîtriser la reproduction en 
captivité des deux principales espèces de Pangasius utilisées dans les élevages. 
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Pangasius hypophthalmus (photo : J . Lazard) 
4. Etude de marché sur le besoin en détermination d'origine des aliments pour 
les entreprises 
Cette étude a été réalisée par Guillaume Lorrain de la société Phylogene (Nîmes) qui est devenu 
en 2004 un partenaire du projet. 
Le but de cette étude est de savoir quel serait, pour les industriels, l'intérêt pour une nouvelle 
technique dans le domaine de l'identification et la traçabilité de l'origine géographique d'un 
produit d'origine animale, en l'occurrence les poissons. 
4.1 Marché de l'authentification 
4.1.1 Identification des sources, par paliers 
Les producteurs ou source d'entrée. 
Ce sont les acteurs qui oeuvrent pour la première vente du produit. 
- Les importateurs (3.3 Mds €):En France, les importations représentaient, en 2002, 900 000 
tonnes de produits aquatiques pour une valeur de 3,3 milliards d'euros. Ces valeurs faisaient de 
la France le 4ème importateur mondial en 2001. 
Les principales espèces importées sont les crevettes congelées, le thon en conserve ou les colins 
et lieus noirs congelés. Les poissons frais sont le saumon, le cabillaud et la baudroie. 
Les pays fournisseurs étant essentiellement l'Espagne, la Norvège et le Royaume-Uni. 
- La production française (1.55 Mds €): Elle s'élevait à 859 000 tonnes en 2001 pour un 
chiffre d'affaire de 1,55 milliard d'euros. 
Cette production peut se séparer entre captures (pêche fraîche et congelée) à hauteur de 
607 000 tonnes et l'aquaculture qui représente 252 000 tonnes (dont environ 2/3 apportées par 
la conchyliculture). 
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Les transfôrmateurs et réseaux de distribution. 
Ils peuvent tous intervenir en deuxième main sur le produit et/ou avoir des échanges entre eux. 
- Les transformateurs industriels (2 Mds €): Le poids de cette filière est représenté par les 
13 000 acteurs et les 2 milliards d'euros que cela peut représenter sur le marché. Les 
principales activités de cette filière consistent en la surgélation, les conserveries, les produits 
fumés, séchés ou salés et le rayon traiteur. 
- Les mareyeurs (2 Mds €) : Ils achètent essentiellement leurs produits aux producteurs 
directement ou dans les criées. Celles-ci sont au nombre de 40 en France; elles représentent 
environ 0.6 milliards d'euros de chiffre d'affaire. Les 4 principales sont Boulogne, Le 
Guilvinec, Lorient et Concarneau. 
Les mareyeurs représentent 380 établissements qui génèrent un chiffre d'affaire d'environ 2 
milliards d'euros. Ils vendent principalement aux consommateurs finals. 
- Les marchés de gros : Ils sont des intermédiaires, ils achètent de grande quantité, afin de 
diminuer les prix, et proposent une offre large. Leurs clients sont divers comme leurs sources 
d'approvisionnement. 
Les distributeurs. 
Ce sont eux qui assurent la dernière transaction du produit. Ils se découpent en deux familles : 
- Les distributeurs et les consommateurs finaux (4Mds €):Au final, ce sont les actions et les 
attentes du consommateur qui sensibilisent les distributeurs et leur imposent un niveau de 
qualité. La consommation des produits de la mer représente environ pour 4 milliards d'euros 
soit environ 2 millions de tonnes de produis. La part de la consommation des ménages 
représente environ la moitié du marché, l'autre étant destinée à des produits autres 
(alimentation animale, utilisation sous forme de produits dérivés telles les gélatines). 40% des 
achats se font dans des commerces de proximité, 60% dans les grandes et moyennes surfaces. 
- Les exportateurs (1 Mds €) : Entre 300 et 400 000 tonnes de produits de la mer sont exportés 
chaque années, la valeur varie évidement en fonction des cours du marché, mais elle se situe 
vers l milliard d'euros. Les espèces principalement exportées sont le thon tropical en conserve, 
les crevettes, saumons, anchois, seiches et anguilles qui sont destinés aux marchés du sud de 
l'Europe ou aux pays asiatiques. En 2001, la France se situait au 20ème rang des exportateurs 
mondiaux ; les principaux étant la Thai1ande, la Chine, la Norvège et les Etats-Unis. 
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4.2 Analyse externe 
4.2.1 Avantages et contraintes liées au produit 
Les avantages: Nous en avons retenus cinq: 
Mentionnons d'abord la.fiabilité de la technique PCR, qui est d'ailleurs utilisée et reconnue en 
terme réglementaire dans le domaine des OGM. 
De plus, une très faible quantité d'ADN permet d'identifier avec certitude un genre, une 
espèce, jusqu'à un individu, dans le cadre de la traçabilité de viande bovine par exemple. 
La méthode est relativement simple à mettre en œuvre dans un cadre adapté (amorces 
désignées, protocole de la technique et matériel. .. ). 
Cette technique présente également l'avantage d'avoir une rapidité d'analyse (24 heures) et 
donc de rendu des résultats. Dans le contexte actuel de crises alimentaires, cette méthode 
permettant de déterminer l'origine d'un produit et de le suivre au cours de la chaîne 
agroalimentaire contribue certainement à rétablir la confiance ente les différents acteurs ou à la 
consolider. 
Les contraintes: L'échantillonnage est la clef de voûte de beaucoup d'analyses dans le 
domaine de l'agroalimentaire; les quantités prélevées doivent être représentatives de l'ensemble 
du lot que l'on veut valider. La méthode mise au point utilisant la technique de Polymérase 
Chain Reaction (PCR) nécessite une main d' œuvre hautement qualifiée et un laboratoire de 
haute technologie. Une contrainte logistique liée à la conservation des échantillons peut 
également alourdir le coût de « production ». Cette méthode est basée sur des paramètres 
naturels. Il faut donc pouvoir assurer une maîtrise des facteurs environnementaux qui pourrait 
faire évoluer les fondements de la technique. 
4.2.2 Concurrence et structure de loffre 
Concurrence : La concurrence est faible, car ce projet est extrêmement spécifique de part le 
domaine d'activité. Les principaux axes vers lesquels se tourne la majorité des entreprises 
travaillant dans le domaine de la traçabilité sont plus du domaine du « suivi », que de l'origine 
d'un produit. L'organisation pluridisciplinaire nécessaire pour mettre au point une telle 
technique de traçabilité géographique peut expliquer ces deux précédant points. 
L 'offee : L'offre doit satisfaire le plus grand nombre de clients potentiels. Bien évidement elle 
doit s'appliquer aux points récurrents de toute discussion commerciale: le coût, le délais 
d'obtention des résultats et la :fiabilité de l'analyse. 
4.2.3 La réglementation 
. Règlement (CE) N° 10412000. 
Ce règlement date du 17/12/99 et porte sur «l'organisation commune des marchés dans le 
secteur de la pêche et de l'aquaculture ». 
Il remplace le règlement (CEE) N° 3759/92 de 1992 et inclut les règlements (CEE) N° 105/76 
et 1772/82. 
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Ce règlement est particulièrement intéressant dans le cadre de notre étude car il définit les 
dénominations commerciales . Il implique des obligations aux membres (prix, échanges, règles 
pour la concurrence). Il définit les compensations financières et prend en compte la 
préservation des fonds de pêche, dans l'intérêt de la communauté. 
Son chapitre 1 recommande des normes communes en terme de commercialisation, des 
contrôles de conformité à tous les stades de la production et une transparence entre les Etats 
afin d'établir une coordination entre les organismes de contrôles. 
Le chapitre 2, article 4 relatif à l'information des consommateurs impose de mentionner : 
• La dénomination commerciale. 
• La méthode de production (capture en mer/en eaux intérieure, ou élevage). 
• La zone de capture . 
. Règlement (CE) N° 206512001. 
Celui~ci date du 22/10/2001 et établi les modalités d'application du précédent règlement. 
Le Chapitre 2, article 5 .1 nous intéresse plus particulièrement car en rapport à l'article 4 .1 . c du 
règlement 104/2000. Ainsi les zones de captures doivent être détaillées comme suit: 
a) Indication de la zone définie par le FAO pour les produits pêchés en mer (Cf carte). 
b) Mention de l'Etat membre ou du pays pour les captures en eau douce. 
c) Nommer le pays ou la phase finale de développement à lieu pour les produits de 
l'aquaculture (si plusieurs états membres, ils peuvent être tous mentionnés). 
Le point 2 de cet article 5 stipule également que les opérateurs peuvent être plus précis. 
L'article 6 de ce chapitre 2 explique dans son premier point qu 'en cas de produits en mélange, 
toutes les espèces doivent être indiquées et le point deux que si les espèces sont identiques, mais 
que les méthodes, zone de pêche ou d'élevage diffèrent elles doivent être toutes stipulées. 
Le chapitre 3 relatif à la traçabilité et aux contrôles mentionne dans l'article 8 que ces 
informations doivent être disponibles à chaque stade de commercialisation du produit. 
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4.2.4 Acteurs et comportements 
Exemples de Technique utilisée Intérêt Points forts Points faibles 
sociétés actuellement pour la 
contactées nouvelle 
technique 
Importateur Alpha Bay, Ets -Traçabilité par -Plus précis que -Pas obligatoire 
Reynaud, étiquetage qui suit le les zones FAO 
-Coût additionnel Somegel, Pêche produit. 
et froid etc .. 
-Relation client/ +/-
fournisseur 
Transformateur Capitaine Houat, -Attestations des -Contrôles en -Pas obligatoire 
SIFFrance, fournisseurs cas de doute ou 
-Coût additionnel Gendreau, Blini, de litige 
Saupiquet etc ... -
Distributeur Carrefour, -Attestations des -Contrôles des -Pas obligatoire 
Anchan, Casino fournisseurs + fournisseurs 
etc ... 
-Maîtrise le 
référencement 
• Le coût associé aux contrôles sera un élément clef dans une majorité de cas. 
• La réglementation est le facteur qui incite les acteurs à modifier leurs habitudes de 
travail. 
Carte des zones de pêches FAO 
~--
77 
ïr-..._--'~~n~=-~~·~--l~ 
~ 87 / - 81 
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Zones de capture 
Atlantique Nord-Ouest 
Atlantique Nord-Est (sauf Mer Baltique) 
Mer Baltique 
Atlantique Centre-Ouest 
Atlantique Centre-Est 
Atlantique Sud-Ouest 
Atlantique Sud-Est 
Mer Méditerranée 
Mer Noire 
Océan Indien 
Océan Pacifique 
Antarctique 
Défmition de la zone de capture 
Zone FAO n° 21 
ZoneFAOn° 27 
Zone FAO n° 27.illd 
Zone FAO n° 31 
Zone FAO n° 34 
Zone FAO n° 41 
Zone FAO n° 47 
Zones FAO n° 37.1, 37.2 et 37.3 
Zones FAO n° 37.4 
Zones FAO n° 51et57 
Zones FAO n° 61, 67, 71, 77, 81et87 
Zones FAO n° 48, 58 et 88 
Carte des zones FAO (organisation des Nations Unis pour l 'alimentation et l'agriculture) 
Source: site de l'OFIMER 
4.3 Le plan marketing 
4.3.1 Un marché ciblé 
Il est important de différencier les différents clients potentiels, car comme mentionné 
précédemment, les attentes ne sont pas les mêmes en fonction de la structure de l'établissement. 
Les importateurs : Ce sont des clients à fort potentiel d'achat car ils négocient de grosses 
quantités. Leur but étant d'assurer à leurs clients la conformité de l'ensemble des cargaisons 
qu'ils ont. Les produits peuvent arriver ou être stockées dans des zones géographiques 
éloignées, ainsi le prélèvement des échantillons et les méthodes pour le réaliser seront 
détenninantes. 
Les transformateurs: Ils ont également un fort potentiel d'achat. Ils présentent l'avantage 
d'avoir des quantités plus faibles mais plus variées et de zones de stockage, le délai avant 
livraison au client est plus long, ce qui laisse un marche de manœuvre. Pour eux, c'est un gage 
de qualité. 
Le consommateur et les exportateurs: En fait c'est la distribution via les consommateurs. 
Pour eux comme pour les exportateurs, ils voient un intérêt commercial, pour rassurer les 
clients, cela peut être un outil marketing qui permet de se dégager de la concurrence. Ils voient 
cette technique comme un investissement et non un coût. 
Le mareyeur : Il engage une relation particulière avec ses clients et fournisseurs. Souvent il fait 
des produits spécifiques à la pêche de proximité, toutefois des contrôles ponctuels comme gage 
de qualité pourront être réalisés. 
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4.3.2 Le produit, son prix, sa promotion et commercialisation 
Ces étapes ne pourront être détenninées qu'une fois l'étude technique et scientifique ne soit 
entièrement réalisée, et ce afin de pouvoir maîtriser au mieux les différents paramètres qui 
influencent l'utilisation en routine de la méthode. 
5. Les marqueurs d'espèce de poissons 
5.1 les Pangacidés 
Deux séries d'échantillons de Pangacidés préparées par le Cirad ont été fournis au laboratoire 
de l'Ifremer Nantes. 
La première série d'échantillons a permis de tester sur Pangasius hypophtalmus et Pangasius 
bocourfi des techniques d'électrophorèse de protéines (IEF, urée-IEF, SDS-Page), d'obtenir 
les séquences entières d' ADN codant pour le gène du cytochrome b et de réaliser les premiers 
essais de mise au point d'un marqueur nucléaire (gènes des aldolases B et C) permettant 
l'identification des deux références de Pangacidés et de leur hybride. 
A partir du second échantillonnage, plus important en terme d'individus et de lieu de collecte, a 
été poursuivi principalement la recherche d'un marqueur nucléaire permettant de différencier 
les 2 espèces de référence de Pangacidés (Pangastus hypophtalmus, Pangasius bocourti) ainsi 
que leur hybride. Un individu, par site de prélèvement, appartenant à l'espèce Pangasius 
hypophtalmus a été choisi pour une extraction d' ADN (individus 40, 50, 60, 70, 80, 90, 113, 
123). D'autre part, l'ADN des individus 137,138,139,140 de l'espèce Pangasius bocourfi 
provenant du marché Can Tho a été extrait ainsi que celui de l'individu 85 identifié comme 
hybride Pangasius . 
Identification des espèces par des techniques d'électrophorèse des protéines 
Les techniques d'isoélectrofocalisation (IEF) et urée-IEF permettent d'identifier les deux 
espèces de Pangacidés testées, Pangastus bocourfi et Pangasius hypophtalmus. 
La technique SDS-PAGE n'a pas permis de différencier les deux Pangasius entre-eux, mais 
elle permet de différencier les Pangasius d'autres espèces appartenant à des genres différents. 
Différenciation de Pangasius bocourti et Pangasius hypophtalmus par leurs séquences du 
gène codant pour le cytochrome b 
Deux couples d'amorces ont été utilisés pour l'amplification de la séquence entière du 
cytochrome b . Ils permettent l'obtention de deux séquences nucléidiques chevauchantes de 800 
pb (en 5') et 700 pb (en 3'). Les séquences de P. bocourti et P. hypophthalmus (1138pb + aa 
Term) ont pu être alignées avec une séquence de Pangasius sp (Peng et al., 2002) : la 
divergence calculée (Tamura-Nei) entre les deux séquences de P. hypophthalmus et Pangastus 
sp est très faible (1 %). Les séquences des deux espèces P. bocourti et P. hypophthalmus 
présentent une divergence relativement importante de 16 % et du même ordre que la divergence 
observée entre P. bocourti et Pangastus sp. 
Les résultats montrent que les deux espèces de Pangacidés sont clairement identifiables· par 
leur séquence d'ADN mitochondrial codant pour le cytochrome b. 
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Recherche d'un marqueur moléculaire d'identification de l'hybride P. bocourti x P. 
hypophthalmus 
Trois marqueurs potentiels ont été testés via les gènes des aldolases B et C, de la rhodopsine, 
de 1' ADNr 28S ainsi que la technique PCR-ISSR. 
Amplification du premier intron du gène des aldolases B et C 
Deux marqueurs potentiels (*) d'identification des deux espèces de Pangacidés et de leur 
hybride avaient été pressentis lors de premiers essais. Les amorces utilisées avaient été 
dessinées pour amplifier le premier intron de l'aldolase chez le bar (Dicentrarchus labrax) 
(Hassan et al., 2002). 
* : Un marqueur de 400/SOOpb pour P. bocourti et deux marqueurs de 1000 pb (aldolase B) et 
300 pb (aldolase C) pour P. hypophthalmus. (Lemaire C., Lacombe P.). 
Les nombreux essais de mise au point des PCR réalisés par la suite, notamment par Véronique 
Jaffre en stage 2 mois, n'ont pas permis d'obtenir de résultats suffisamment nets. 
Deux jeux de nouvelles amorces, Salmon-aldolase B (aucun résultat positif) et Borsa-aldolase 
B ont été testés. 
Borsa-Aldolase B: gel de controle PCR (2 dilutions par espèces). 
De gauche à droite : témoin négatif, marqueur, 2X S. aurata, 2X P. 
hypophthalmus (60) , 2X P.bocourti (139) 
Les Pangacidés présentent tous les deux un amplicon PCR de 1050 pb 
Pnvirnn fhl'lnrlP hl'lntP <mr lP apl\ Pt nn rlPnYÎP.rnP l'lrnnlir.nn rlP ~00/400 nh 
ISSR (Inter Simple Seqµence Repeats) 
Cinq amorces microsatellitaires ont été testées (CCA)s, (CAG)5, (ATG)5, (GACA)4. (CAC)5 
(Figure Excelgel ISSR ci dessous). 
Les fragments amplifiés d' ADN de tailles différentes ont été séparés sur ExcelGel-Pharmacia 
et colorés à l'argent. Deux individus de P. hypophthalmus (60, 90), deux individus de P. 
bocourti (137, 138) ainsi que l'hybride ont été analysés. 
Des profils ISSR différents et répétés pour les individus testés ont été obtenus dans la plus part 
des cas pour les deux espèces de référence. Néanmoins le profil de l'hybride n'est pas le profil 
résultant de l'addition des bandes des profils de chacune des références, mais semble plus 
proche de P. hypophtalmus (Figure gel ISSR (ATG)sci dessous). Ce type d'analyse, par PCR-
ISSR, nécessiterait de toute façon, pour pouvoir être validé, que soient réalisées des analyses 
répétées de plusieurs individus de chaque référence mais surtout de plusieurs individus 
hybrides. La technique ne pourrait pas être appliquée de toute façon à des produits transformés 
de Pangacidés, en particuliers à ceux qui ont subi des traitements thermiques forts. 
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gel ISSR (ATG)s 
De gauche à droite : 
P bocourti (138, 137), Hybride (85), 
'--------... .------) y 
Excelgel ISSR: de gauche à droite [P. bocourti (139), P. hypophthalmus(50), T+ avec 
(CAC)s] 
[P. b, P. h, T+ avec (GACA)4], [P. b, P. h, T+ avec (ATG)5], [P. b, P. h, T+ avec (CAG)s], 
[P. b, P. h, T+ avec (CCA)s] 
Marqueur nucléaire: gène de la rhodopsine: Les essais d'amplification et de séquençage d'une 
partie du gène nucléaire codant pour la rhodopsine se sont révélés très décevants jusqu'à 
présent. Les amorces « universelles » utilisées par le laboratoire pour les PCR de rhodopsine de 
nombreuses espèces marines (et qui ont également été utilisées avec succès sur les tilapias) 
semblent peu adaptées aux Pangacidés. Les résultats montrent une faible amplification du 
fragment d'intérêt en PCR dans la majorité des cas et/ou un séquençage difficile. Une poursuite 
de ce travail est néanmoins envisagée au laboratoire. 
Marqµeur nucléaire: gène de l'ADNr 28S: Les séquences d'ADNr des petites et larges sous-
unités du ribosome ont été utilisées pour un large ensemble d'études phylogénétiques. Les 
copies multiples présentes dans le génome nucléaire présenteraient une évolution concertée. Ces 
copies seraient similaires entre individus et espèces exceptées pour certaines régions 
particulières. Le gène ADNr 28S se présente comme une alternance de régions conservées 
nommées Clà C12 et de régions divergentes plus variables respectivement nommées Dl à 012 
qui correspondent aux domaines des structures secondaires. 
La démarche entreprise a donc été d'essayer d'amplifier une de ces régions divergentes en 
utilisant des amorces dessinées dans les parties conservées encadrant ces régions plus 
variables. 
Les amorces 28S-4434R ( Crease), 28EE, 28MMR, 28W, 28X (Wiley), C3pF, C6pF, C12pF, 
D12rcan (Chen), Cl,C2,D2, C8,D8,C72 (Zaragüeta et Lê) ont été testées soit directement en 
PCR soit par alignement avec des séquences partielles de 288 récupérées dans les banques de 
données (dont une séquence de perche chinoise et d'un tilapia). 
La plupart des amorces testées ne semble pas convenir à l'exception du couple CIF/C2bR qui 
a permis d'obtenir des produits PCR très spécifiques sur les échantillons 60, 123 et l'hybride. 
Les séquences obtenues de 337 pb couvrant les domaines Cl-Dl-C2 sont de très bonnes 
qualités mais strictement conservées. Ces séquences obtenues ont permis néanmoins de dessiner 
une nouvelle amorce« sens» spécifique des Pangacidés qui permettrait d'amplifier les régions 
D2-C3 à l'aide de l'amorce« anti-sens » 4434aR pressentie comme potentiellement utilisable 
enPCR 
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5.2 Les Tilapias 
Un échantillonnage a été réalisé par le Cirad et envoyé au laboratoire d'Ifremer. Il comprenait: 
- deux espèces références de tilapias : Sarotherodon melanotheron et Oreochromts niloticus 
- un hybride référence du croisement de ces deux espèces 
- pour chacune des références, des produits transformés ayant subis des traitements 
technologiques différents : 3 produits salés, 2 produits marinés, 1 produit fumé et 3 produits 
chauffés (120°C, 95°C et 70°C sauf pour O. niloticus, 95°C et 120°C). 
Recherche de marqueurs protéiques 
L'extraction aqueuse des protéines sarcoplasmiques a été réalisée sur les 29 échantillons de 
tilapias. La teneur en protéines des extraits protéiques a été mesurée et ajustée à env.8 mg/ml 
avant dépôt sur les gels d'électrophorèse. Les électrophorèses ont été effectuées sur des gels de 
type Ampholine PagePlate à gradient 3.5/9.5 calibrés à l'aide du kit Broad PI pH3/10 
(Pharmacia). Les profils de migration sont visualisés après coloration au bleu de Coomassie. 
Des marqueurs protéiques d'espèces (appartenant à la famille protéique des Parvalbumines) 
pour les deux espèces de références ainsi que leur hybride sont présents dans la zone acide du 
gel pH 5.20/ 3.50 (Figure ci dessous). Ces marqueurs sont utilisables pour identifier tous les 
produits transformés (marinés, fumés, salés et appertisés) des deux espèces de références et de 
leur hybride à l'exception des produits appertisés à 120°C comme attendu (les protéines étant 
trop dégradées par le traitement thermique) . 
Les marqueurs de l'hybride sont une juxtaposition des marqueurs des deux espèces 
parentes 
3 bandes protéiques sont utilisées pour la discrimination. Leurs valeurs de points isoélectriques 
sont estimées à 4.45, 4.5 et 4.7. 
4.7 
4.5 
4.45 
Hyb O.n S.m 
Exemples de profils protéiques de produits transformés de tilapias 
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15 16 17 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 
Pistes (1,2,3,4,5): O. niloticus mariné2 6%-4h, mariné 1% lh, saumuré3 45', saumuré 10', 
salé à sec4 
Pistes ( 6,7,8,9): S. melanotheron mariné 6%-4h, mariné 1% lh, saumuré 10', salé à sec 
Pistes (10,11,12,13,14): hybride mariné 6%-4h, salé à sec, saumuré 45', mariné 1% lh, 
saumuré 10' 
Pistes (15,16,17) : O. niloticus, S. melanotheron, hybride autoclavés5 120°C 
Recherche de marqueurs nucléiques 
Des extractions d' ADN (méthode Phénol-Chloroforme) ont été réalisées sur les 29 échantillons 
de tilapias. 
Marqueur nucléaire: gène de la rhodopsine: L'amplification d'un fragment de 460 pb codant 
pour une partie du gène de la rhodopsine a été réalisée sur les trois références de tilapias. Ce 
marqueur est actuellement utilisé en suivant une méthode standardisée pour l'établissement de 
la base de donnée génétique européenne Fishtrace. 
Amplicons de rhodopsine de 460 pb : 
De gauche à droite : O.n, S.m, hybride. 
Les séquences obtenues de rhodopsine semblent très conservées pour ces 2 espèces de tilapias 
puisque seulement 3 sites polymorphes (3 nucléotides induisant 3 changements d' AA) sont 
2 Immersion de filets en solution aqueuse à 6% (VN) d'acide acétique durant 4 heures à 4°C. 
3 immersion de filets en saumure saturée en NaCl durant 45 minutes à 4 °C. 
4 Filet avec peau, salé côté sans peau par NaCl, (25% de la masse du poisson) rincé après 1 heure de 
contact. 
5 Appertisation des filets en saumure à 1% de NaCl en boîte métallique de 1/4, valeur stérilisatrice 4 
minutes. 
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présents sur 460 pb. Ce marqueur n'est donc pas pertinent pour différencier les espèces de 
référence. 
Séquences protéiques de Sarotherodon melanotheron, Oreochromis niloticus et de leur 
hybride 
S.m HAIMGLAFTW LAALACAGPP LVGWSRYIPE GMQCSCGVDY YTRAEGFNNE SFVIYMFICH 
O.n .... s ..... 
Hyb •.•..•..•.••.• S •.•••....•..•.••••••• , •.•••••••••..•.•••• •• . • 
FLIPLTVVFF CYGRLLCAVK EAAAAQQESE TTQRAEREVT RMVVIMVISF LVCWLPYAGV 
. I ..... . . . 
. . . . . . . . . . . I ....... . 
AWYIFTHQGS EFGPVFMTLP AFFAKSSSIY NPM 
•• L 
Une remarque à propos de l'hybride : pour les 3 sites polymorphes il existe au niveau de la 
séquence nucléidique une possibilité d 'hétérozygotie de pic pour les nucléotides (en bleu dans le 
tableau) : site 15/153 : le pic de T est majoritaire par rapport à G - site 112/153 : A est 
majoritaire par rapport à G - site 153/153 : Test majoritaire par rapport à A. 
15/153 112/153 153/153 
S.m. A(GCT) V(GTA) M(ATG) 
O.n. S(TCT) I (ATA) L(TTG) 
Hyb S(TCT) I (ATA) M(TTG) 
Marqueur mitochondrial Cytochrome b: Même si ce type de marqueur n'est pas utilisable 
pour identifier l'hybride des deux espèces de tilapias, il nous a semblé intéressant de le tester 
sur les deux espèces de tilapias et l'intégralité des produits transformés échantillonnés. 
Moins sensible aux dégradations dues aux traitements liés aux procédés de transformation et 
présentant un taux de divergence moyen plus élevé que 1 'ADN nucléaire ce marqueur a déjà 
été utilisé plusieurs fois avec succès pour la mise au point de méthodes capables d'identifier les 
espèces présentes dans des produits transformés, en particulier autoclavés . 
La séquence codant pour l'intégralité du gène du cytochrome b a été obtenue pour les deux 
espèces de référence et leur hybride. 
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Amplicons de cytochrome b (partie 5' 800 pb, partie 3' 700 pb) 
De gauche à droite: 0.n 5', O.n 3', S.m 5', S.m 3', Hyb 5', Hyb 
~· 
Alignement des séquences protéiques de Sarotherodon melanotheron et Oreochromis 
niloticus 
O.n ANLRKTHPL LKIANDALVD LPAPSNISVW WNFGSLLGLC LAAQILTGLF LAMHYTSDIA 
S.m ••••••.••.•.........•.••.•••••.•• , ..••...•••.••.••.•..•.•... 
TAFSSIAHIC RDVNYGWLIR NMHANGASFF FICIYLHIGR GLYYGSYLYK ETWNIGVILL 
••••• V ..................................................... . 
LLTMMTAFVG YVLPWGQMSF WGATVITNLL SAVPYIGNSL VQWIWGGFSV DNATLTRFFA 
FHFLLPFIIA AATMVHLIFL HETGSNNPAG LNSDADKISF HPYFSYKDLL GFAILLIALI 
•.•• F ..••• •• • • •.•.••••.••.•• T .•.•••••••••.•••• • .•••••••••••• 
SLALFSPNLL GDPDNFTPAN PLVTPPHIKP EWYFLFAYAI LRSIPNKLGG VLALLFSILV 
LMVVPILHTS KQRGLTFRPI TQFLFWLLVA DVAILTWIGG MPVEHPFVII GQIASFLYFF 
........... • ................ I ........... • .................. . 
LFLILAPITG WLENKILEWH 
... V.T ............. Y 
Les séquences nucléiques de 1141 pb de Sarotherodon melanotheron et Oreochromis niloticus 
ont été alignées et la divergence calculée en utilisant le modèle de Tamura-Nei est de 7.6%. 
81 sites nucléiques polymorphes sont présents. La séquence de l'hybride montre qu'il est 
d'inhérence maternelle Oreochromis niloticus. 
Deux zones situées dans la partie 5' des séquences cytochrome b ont été sélectionnées: dans 
les parties conservées, deux jeux d'amorces ont été dessinées permettant l'amplification de 
deux :fragments courts respectivement de 215 pb ( amorces 65F/280R- 20 sites polymorphes 
sur la séquence) et de 118 pb (amorces l 79F/297R- 12 sites polymorphes sur la séquence). 
Ces deux jeux de primers ont été testés avec succès en PCR sur les références (0.n et S.m) et 
leurs produits autoclavés à 120°C. 
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Afin de tester la méthode par séquençage directe, le fragment 
diagnostique de 215 pb (amorces comprises) a été retenu et des 
amplicons ont été obtenus pour l'ensemble des échantillons frais 
et transformés de Sarotherodon melanotheron . 
Alignements des séquences de 195 pb (sans les amorces) obtenues pour les échantillons de 
tilapias séquencés 
#Melanothe ron 
ATG CAC 
#Niloticus 
•• A ••• 
GTT TGA TGA AAC TTT GGA TCT TTA CTA GGA CTC TGC CTA GCT GCC CAA ATC CTA ACA GGC CTC TTT CTA GCC 
•• C ••• •• G •• T ••••• G • •• C., ••• ••• • •• • •• •••• • A •••••••••••••••••••••••••••••• 
#Tilapia-hybride • • C ••••• G •. T •• t • • G .•• C . ••• ••••••••• •• • • . • A g •••••••• ••. •• a ..•.••••••.. g •• 
•• A ••• 
#Tilapia5 
•• A • • . 
#Tilapia17 
•• A ••• 
#Tilapia24 
•• A ••• 
#Tilapi a25 
•• A ••• 
#TilapialO 
#Tilapia2 
. . r ... 
#Tilapia22 
#Tilapia27 
#Tilapia28 
#Tilapial6 
#Tilapia29 
#Tilapia6 
#Tilapial2 
#Tilapia26 
#Melanotheron 
ATC CGA 
#Niloticus 
• • T • •• 
•• C ••• •• G a. T ..... G • •• C ••••••••••••••••••• A •• •• • ••••••••••••••••••••••••• 
•• C ••••• G a.T ••••• G .•• C ••••••• ••.••• ••. .•• A ............................. . 
•• C •• •• • G a.T •• • •. G ••• C ............. . .. . .. A ••••• • • ••• ••• • ••• •••• ••••••••• 
•• C ••••• G a. T ••••• G ••• C ••••••••••••••••••• A ••• • •• •••• •••• ••••••••••• •• •• • 
••• ••• •• R •••• • •• • •••• Y •••••••• ••• ••••• • • • W ••••• • ••• ••• • •••••• • ••• ••••• • • 
•••••• ··• ••• ••••••••• K ••• ••• ••••••••• ••••••••••• • ·· •• • •••••••••••• •••••• 
..................... c .............. . .................................. . 
....... . . ..... . .. .... c .. .... .... ... ... .. . ...... ................ ........ . 
..................... c .. ........... .. ....... . .. .... .... .... .. . ......... . 
•••••••• G •• •• •••••••• Y •• ••••••••••• •••• •• W •• • •••••• •••• ••••••••••••••• • • 
TAC ACC TCC GAC ATC GCC ACA GCC TTC TCC TCC GTT GCC CAC ATT TGC CGA GAC GTT AAC TAC GGT TGA CTC 
•• T ••••••• ••• •••••••••• • ••••.•••• A. C •.• ••.•• C .. T •••••••• A ••••• T •• C • ••••• 
#Tilapia-hybride •• T •• •... ••• a .••• •• ...• •• .• • ..•.. A.C •.• • • • a.C • • T . g. g •. g.A . .... T . • C ., ..•. 
a.T . g. 
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#Ttlapia5 .. T ... . .. A.C ........ C .. T ...... . A ... .. T .. C ..... . .. T .. . 
#Tilapial 7 • • T A.C •••••••• C • • T .•••• ••• A • • ••• T • • C • •••• • 
• • T •• • 
#Tilapia24 •• T . • • • • . • • • • • • . . . . • • • • • • • • • • • • •• A. C • . • • • • • • C • • T . • • • • • • • A • • • • • T .. C • • . • •• 
• • T • •• 
#Tilapia25 • • T •••• • .•. • •• • • ••••• • • •• •••• • •• • A.C •••••• •• C •• T ••••••• • A . • • •• T • • C • •• ••• 
• • T ••• 
#TilapialO 
#Tilapia2 • • Y • •••••• • •• • •• ••••••• ••••• ••••• r.c . ... . .. . C • • y . .• •..•. W ••••• Y • • Y • ••••• 
. . c ... 
#Tilapia22 
#Tilapia27 
11Tilapia26 
#Tilapial6 
!tTilapia29 
#Tilapia6 •• c • • .. • . . .. • •. .• ... . .... . . . .••.. .. Y • •••• •• • Y • • Y •••••••••• • •• • • • •• • •• ••• 
#Tilapial2 • • Y • ••••• • •• • • ••••• • ••••• • ••••••••• Y •••••••• Y • • Y •• •••• ••••• • •• Y •••• • • • •• 
#Tilapia26 
#Melanotheron AAC ATG CAC GCC AAC GGC GCA TCT TTT TTC TTC ATC TGT 
#Niloticus .. A • • T . . c .• T 
aîilapia-hybride a . A g .. .. T g.a . . c a.T 
#Tilapia5 . • A •. T . . c . • T 
#Tilapial7 . . A • • T .. c • • T 
#Tilapia24 . • A •• T . . c • • T 
#Tilapia25 . . A •• T . . c . . T 
#TilapialO 
#Tilapia2 .. r • • y • • y 
#Tilapia22 
#Tilapia27 
#Tilapia26 
#Tilapial6 
#Tilapia29 
#Tilapia6 
#Tilapial2 
#Tilapia26 
Comparaison des séquences de 195pb : distances nucléotidiques : méthode de Tamura-Nei 
représentation: Neighbor-joining (Bootstraps 1500) 
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100 
1ilapia10 
1ilapia16 
1ilapia2 
1ilapia22 
1ilapia27 
96 
-1ilapia6 
1ilapia28 
Melanotheron 
1ilapia12 
1ilapia29 
1ilapia26 
1ilapia24 
lilapia-hybride 
Niloticus 
99 Tllapia25 
Tllapia5 
Tllapia17 
1~------------Pangassius-hypophthalmus 
''-------------------- Pangassius-bocourti 
0.02 
Les séquences des échantillons de produits transformés sont appariées de façon cohérente avec 
les séquences de référence des espèces et les valeurs de regroupement fortes confortent ces 
appariements. 
Cependant si les quelques ambiguïtés présentent dans les séquences des échantillons 2 et 12 et 
dans une moindre mesure l'échantillon 6 ne perturbent pas l'identification finale, elles ne sont 
pas satisfaisantes. Ces ambiguïtés (pics mal résolus) touchent uniquement quelques sites 
polymorphes intervenant dans la différenciation des deux espèces. Ces problèmes sont·ils dus 
uniquement à la qualité de la matrice d'ADN due au traitement subi par l'échantillon et/ou au 
séquençage de ce type de produits ? Il serait intéressant de pouvoir analyser plusieurs 
individus de chacune des espèces de référence afin de pouvoir avoir un aperçu de la variation 
intra espèce. 
5.3 Bilan 
En ce qui concerne la recherche de marqueurs d'espèces sur les espèces de pangacidés, 
quelques résultats positifs ont été obtenus avec les marqueurs protéiques et mitochondriaux. 
Par contre les hypothèses faites en matière de marqueurs nucléaires n 'ont pas abouti : les 
résultats sont décevants ou ne peuvent être valider en l'état actuel. 
Le travail sur les espèces de tilapia a débouché sur plusieurs éléments positifs : l'utilisation de 
marqueur protéique semble possible pour différencier les espèces analysées et leur hybride 
(produits frais et traités sauf 120°C). L'identification des deux espèces de référence et de tous 
leurs produits transformés associés est également envisageable via une méthode de séquençage 
directe d'un fragment d'ADN codant pour le cytochrome b. Dans les deux cas, pouvoir tester 
la variabilité intra~spèces, par l'analyse de plusieurs individus, permettrait de conforter les 
résultats obtenus par ces deux méthodes. 
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5.4 Traçabilité des poissons chats du Mékong (Vietnam) liée à la composition 
biochimique des poissons 
Responsable: Jérôme Lazard (Emvt). Ont participé Romain Guibert (Stagiaire Ina-Pg) et 
Philippe Cacot (UPR Aquaculture, Cirad-Emvt). 
Les objectifs du travail étaient de : 
• Préciser les données sur le cycle d'élevage des Pangasius, 
• Caractériser par des mesures de terrain et des analyses de laboratoire la qualité du 
milieu d'élevage ainsi que la qualité du produit final, 
• Tenter d'appréhender les relations dans les élevages entre les techniques mises en 
œuvre, le milieu et les poissons (et filets). 
L'étude a été réalisée du Ier mai au 31août2003 et a consisté en des enquêtes (entretiens avec 
les pisciculteurs) sur 22 sites et en des analyses d'eau et prélèvements de poissons sur 10 sites 
(8 étangs, 1 cage, 1 enclos). Les analyses d'eau ont concerné les principaux paramètres 
intervenant en aquaculture: elles ont fait l'objet de suivis continus préliminaires pendant 24 
heures pour déterminer les horaires les plus pertinents pour des prélèvements ponctuels. Les 
analyses ponctuelles ont été réalisées entre 6 h et 7 h et 14 h et 15 h deux fois durant la période 
d'étude. 
140 poissons au total ont été collectés : 10 Pangasius hypophthalmus à une date sur 5 unités 
(3 étangs, 1 cage, 1 enclos), 10 P. hypophthalmus à deux dates sur 4 étangs et 10 Pangasius 
bocourti à une date sur 1 cage. Le transport des poissons vivants a été effectué jusqu'à l'usine 
Cataco où ont été réalisées les mesures et le filetage. 
Les principales analyses réalisées sur ces poissons étaient : analyses de composition (eau, 
protéines, lipides), analyses de colorimétrie (système de description Lab), analyses de 
rhéométrie, analyses organoleptiques (échantillons évalués sur l'odeur, le goût et la texture en 
bouche à l'aide de la grille de Torry qui donne une note de 3 à 10 pour chacun des trois 
critères). 
Les analyses d'eau mettent en évidence un taux d'oxygène dissous égal à zéro pendant environ 
12 h durant le cycle nycthéméral obligeant P. hypophthalmus à venir respirer en surface. Cette 
respiration aérienne est rendue possible grâce à la présence d'une vessie natatoire très 
fortement vascularisée. 
La moyenne des rendements de filetage est significativement supérieure chez P. hypophthalmus 
(31 %) comparée à celle de P. bocourti (24 %). Il n'existe par contre que très peu de variabilité 
entre les structures d'élevage quant au rendement de filetage. 
Le contenu viscéral total est 2 fois plus important chez P. bocourti (170 g par kg) que chez P. 
hypophthalmus (90 g par kg). Cette différence est due à la graisse périviscérale. 
La composition du filet est très proche entre les deux espèces. Les filets de P. bocourti 
analysés sont légèrement plus gras que ceux de P. hypophthalmus mais cette différence n'est 
pas statistiquement significative. 
Les poissons élevés dans des infrastructures où ils sont nourris avec un aliment artisanal 
présentent une teneur en protéines significativement plus élevée (17.6 % et 16.7 % contre 16.1 
% au maximum pour les élevages avec aliment industriel). 
On n'observe aucun effet significatif de l'aliment sur la teneur lipidique des filets, par contre il 
semble que les poissons soient plus gras en étang peu renouvelés qu'en étang moyennement et 
bien renouvelés. 
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Les mesures de colorimétrie mettent en évidence une différence de moyenne significative entre 
les deux espèces de Pangasius pour les trois coordonnées du système Lab (luminance la plus 
levée pour P. bocourti et coordonnée sur l'axe bleu-jaune la plus élevée pour P. 
hypophthalmus ). 
Les poissons ayant la luminance (couleur blanche) la plus élevée sont ceux issus d'enclos à fort 
renouvellement d'eau; ceux présentant la plus forte valeur sur l'axe bleu-jaune sont ceux 
provenant d'étangs ayant les plus faibles renouvellements en eau (15 % et 5 % par jour). Les 
filets de ces derniers poissons présentaient à l'œil nu une coloration jaune marquée. 
Les résultats des analyses de rhéométrie ne font pas ressortir de différence statistiquement 
significative entre P. bocourti et P. hypophthalmus pour ce qui est de la fermeté de la chair. 
Par contre, la différence de déformation est significative entre les deux espèces et plus élevée 
chez P. bocourti. La fermeté de P. hypophthalmus élevé en cage est supérieure à la moyenne 
générale de tous les élevages. La fermeté la plus élevée a été observée en enclos: celle·ci est 
peut-être due à la nage dans le courant sachant que l'on observe une fermeté plus élevée en 
étang moyennement renouvelé qu'en cage. On pourrait supposer qu'en milieu peu oxygéné la 
nage est verticale pour monter prendre l'oxygène en surface mais cette hypothèse est contredite 
par la faible valeur de la fermeté de l'étang le moins renouvelé en eau. 
Les analyses organoleptiques en fonction des espèces donnent un avantage à P. bocourti sur P. 
hypophthalmus. P. hypophthalmus provenant de l'étang le moins renouvelé se voit décerner les 
notes les plus basses pour les trois critères : odeur, flaveur, texture. Les poissons provenant 
d'étangs moyennement renouvelés nourris avec de l'aliment industriel sont les plus appréciés 
des jurés vietnamiens. Pour les consommateurs non vietnamiens, les poissons élevés en cages 
ont une meilleure image mais il est donc possible de produire de très bons poissons dans un 
étang moyennement renouvelé en eau. 
Une analyse en composante principale réalisée sur les analyses d'eau permet de distinguer les 
étangs peu renouvelés des autres infrastructures d'élevage d'une part et les étangs quel que soit 
leur niveau de renouvellement en eau des infrastructures implantées dans le fleuve d'autre part 
(cages et enclos). 
Une seconde analyse en composante principale réalisée sur les analyses de poisson permet de 
distinguer les étangs peu renouvelés des enclos, des cages et des étangs moyennement 
renouvelés. Par ailleurs, elle permet également de distinguer l'ensemble des étangs des cages et 
enclos. 
En conclusion, ce travail, réalisé chez les producteurs, donne des premières indications 
relatives aux relations entre caractéristiques de l'élevage et caractéristiques du produit en 
termes de qualité et de traçabilité. 
6. Les marqueurs d'espèce et d'origine des poissons: les microsatellites 
Responsable: JF Baroiller, ont participé H. D'Cotta, F. Clota, Thierry Goli, D. Dijoux, 1. 
Mobèche, M. Minvielle. 
Cette équipe travaille sur 2 souches, clairement identifiées d'une même espèce de Tilapia (O. 
niloticus), qui est la plus produite dans le monde. Chez le Tilapia, on dispose de marqueurs 
moléculaires qui permettent de distinguer les souches, et même les familles (microsatellites). 
Cette équipe cherchera si les marqueurs liés au milieu d'élevage sont stables au cours du temps 
et lors de changements géographiques (déplacement des poissons d'un étang à un autre). 
La dynamique de disparition de ces marqueurs au cours de traitements technologiques a été 
étudiée afin de déterminer la validité/fiabilité des marqueurs pour situer l'origine du poisson, 
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après quelle durée un poisson perd-il son origine nationale et s'intègre à son nouveau milieu? 
Ces marqueurs pouvant être dilués ou perdus lors des transferts de ces poissons. 
Le tilapia constitue un modèle idéal pour définir les meilleurs marqueurs de traçabilité ainsi que 
les conditions et limites de leur utilisation. En effet, un grand nombre d'outils génétiques et 
biologiques existent déjà ou sont en cours d'être obtenus chez ce groupe d'espèces, compte tenu 
de leur importance aquacole (deuxième groupe de poissons produit mondialement avec 1.5xl06 
tonnes/an) et du fait que de nombreuses espèces de ce groupe d'origine Africaine, aient fait 
l'objet d'introductions dans plus de 100 pays. Dans les principaux pays producteurs, un 
nombre réduit d'espèces est utilisé, et pour les 2-3 espèces majeures pour la production, un 
faible nombre de souches sont disponibles et/ou en cours de sélection pour profiter ou 
améliorer différents caractères d' intérêt aquacole. 
Comment déterminer l'origine d'un tilapia? La connaissance de l'espèce constitue donc un 
premier niveau d'information quant à l'origine de la production (par exemple, il n'existe pas de 
S. melanotheron aux Philippines, ou d' O. niloticus en Afrique du Sud). La souche permet 
ensuite de préciser encore les origines possibles (par exemple, pour l'espèce O. niloticus, la 
souche Bouaké, n'est pas présente au Brésil ou en Thaïlande). Enfin, il est même possible, de 
différencier des populations d'une même souche quand elles ont été séparées depuis quelques 
années seulement, voire même de différencier des familles à l'intérieur d'une même population. 
Durant l'ATP, il a été démontré la faisabilité de l'utilisation des microsatellites pour: 
1) différencier des espèces de tilapia entre elles, 
2) puis en utilisant l'espèce Oreochromis niloticus (la plus utilisée en Aquaculture), 
différencier différentes populations naturelles et même une souche synthétique (réalisée à 
partir de 2 des populations naturelles). 
La limite d'utilisation de ces marqueurs ont ensuite été validés lors de transformations 
alimentaires par différents traitements technologiques. Nous avons voulu savoir dans un 
premier temps, si la discrimination entre deux espèces de tilapia (O. niloticus, Sarotherodon 
melanotheron ainsi que leurs hybrides) est toujours possible après traitement? En effet, ces 
traitements technologiques parfois sévères, peuvent être susceptibles de dégrader, au moins 
partiellement, l' ADN génomique et donc la capacité d'amplification de petites séquences, étape 
indispensable pour l'analyse des microsatellites. 
Les traitements technologiques (Tableau I) ont été réalisés par T. Goli, et 2 étudiantes, I. 
Mobèche, et M. Minvielle. Après chacun de ces traitements, tous les échantillons ont été 
congelés et stockés à -80°C avant analyse moléculaire. Différentes techniques de broyage ont 
été comparées: broyage manuel au Potter avec de l'azote liquide ou homogénéisation à 
l'Ultraturax. Nous avons ensuite neutralisé les échantillons traités par un marinage, un salage, 
ou une appertisation dans du tampon Tris/ EDT A, avant extraction. L' ADN génomique a été 
extrait selon la procédure de Tewari et al. (1992) par trois extractions phénol/sevag. Malgré 
une grande hétérogénéité de la quantité d' ADN, la qualité (validée par gel d'agarose) a été 
considérée comme moyenne à bonne pour la plupart des traitements, avec les protocoles que 
nous avons utilisés. 
L'amplification d' ADN génomique par PCR a été testée pour deux marqueurs microsatellites 
discriminants totalement les 2 espèces (UNH146 et UNH216). L' ADN issu de tous les 
traitements a pu être amplifié (produits -146 paire de base) avec les amorces pour UNH146. 
Cependant pour UNH216 nous avons eu des problèmes d'amplification et il reste à déterminé 
si elles résultent de problèmes techniques ou de la taille du produit (-216 paire de base). Cette 
analyse sera donc refaite pour ce second microsatellite. 
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Type de Traitement Durée du Source de Difficulté pour 
traitement l'extraction ADN 
Congélation rapide 
Congélation lente 
Marinage 1 % acide acétique lhet4h % Acide acétique 
Marinage 4% acide acétique lh et4h % Acide acétique 
Marinage 6% acide acétique lhet4h % Acide acétique 
Salage à sec lh Sel 
Salage saûmure 10 min, 30 min, Sel 
45 min, lh30 min 
Cuisson** 10°c 0 min, 5 min, 
Cuisson** 90°C Omin, lOmin 
Fumage 75°C Températures, Acide, polyphénol 
(lmg/lOOg) 
Appertisation** 110°c lhl5 min Hautes températures 
Tableau 1 : Type de traitements appliqués aux poissons et les difficultés rencontrées pour 
l'extraction des ADN. Tous les traitements: Echantillons frais utilisés comme témoins 
**Echantillons frais non inoculés ou inoculés 
Une partie des produits amplifiés pour le microsatellite UNHI 46 a été analysée sur gel 
d'acrylamide pour une meilleure résolution des différents allèles. Malgré la sévérité potentielle 
de certains traitements, le polymorphisme de ce microsatellite a bien été détecté. Cette analyse 
a donc permis de discriminer entre deux espèces de tilapia et même d'identifié l'hybride entre 
ces 2 espèces quel que soit le traitement alimentaire appliqué. Nous poursuivrons le travail 
avec ces deux microsatellites sur plusieurs autres échantillons et nous testerons ensuite s'il est 
également possible de discriminer des souches/populations d'une même espèce, après 
traitements. 
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7. les marqueurs biologiques d'origine: Identification de l'origine géographique des 
poissons par analyse des microorganismes 
7.1 Identification de la flore bactérienne des poissons en provenance de différentes 
fermes aquacoles d'Asie du Sud-Est par microbiologie classique. 
Responsable: Gérard Loiseau et Ratanapom Lessing (thésarde) 
S'il reste relativement aisé de rapporter des échantillons de tilapia de Thaïlande congelés, il 
devient extrêmement difficile voire impossible pour de multiples raisons de le faire du Vietnam. 
La possibilité d'isoler les bactéries en Asie et de les rapatrier en France est une solution de plus 
en plus difficile à mettre en œuvre en raison de la nature des souches isolées qui appartiennent 
à la classe 2. La meilleure solution est d'isoler les flores microbiennes et d'en extraire l'ADN 
pour l'étudier en France. Pour cette raison, nous avons été amenés à renforcer notre 
coopération avec T. Legavre de Biotrop pour nous former aux techniques de la biologie 
moléculaire. Isoler des micro-organismes puis en extraire l' ADN pour un typage moléculaire 
ultérieur suppose que les microbes présents sur le poisson soient capables de se multiplier pour 
produire des colonies or cette hypothèse est loin d'être vérifiée. Nous avons donc choisi de 
développer la technique de la DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) qui permet de 
visualiser toutes les espèces microbiennes présentes sur un échantillon quelles soient viable, 
cultivables ou viables mais non cultivables. 
Travaux réalisés: 
o Identification de la microflore de Pangasius hypophtalmus élevés en cage au Vietnam, 
à Vinh Nguon, travaux réalisés par Ratanapom Leesing, 
o Identification de la microflore des poissons provenant de différentes fermes aquacoles 
d'Asie du Sud Est par R. Leesing, 
o Identification de la microflore de Tilapia nilotica élevés dans la ferme aquacole de 
Suranaree University of Technology en Thaïlande par Chrystel Moreau (stage IUP de 
6 mois), 
o Caractérisation de la microflore de poissons par DGGE à Suranaree University of 
Technology Thai1ande par Vincent Roger (stage Siarc de 8 mois), 
o Typage Moléculaire des souches bactériennes par DGGE au Cirad de Montpellier par 
R. Leesing. 
Les deux stages réalisés à Suranaree University (Thaïlande) ont permis d'étudier les flores 
microbiennes de tilapia de la ferme expérimentale du département de pisciculture de cette 
université. En 2003, des études similaires avaient déjà étaient réalisées sur les mêmes étangs, ce 
qui nous permet de comparer les populations d'une année sur l'autre. 
Le stage de C. Moreau est emblématique de la finalité des travaux de cette ATP car elle a 
comparé les flores microbiennes de l'environnement des poissons et celles des poissons. 
La première étude a porté sur l'analyse de trois poissons élevés dans un bassin sous des cages 
de production de poulets (photo). Sur chaque poisson, trois échantillons sont prélevés, 
correspondants aux ouïes, à l'intestin et à la peau. 
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Les résultats obtenus sur milieu PCA (non sélectif), sur milieu XLD (sélectif des Aéromonas) 
et TCBS (sélectifs des Vibrios) ont permis d'isoler et purifier 51 souches, 19 sont des bacilles 
gram négatif, oxydase + ou -. Ces 19 souches ont été identifiées en utilisant des galeries 
API20E, soit les 7 différentes espèces : Enterobacter cloacae, Providentia rettgeri, Serratia 
marcescens, Klebsiella oxytoca, Morganella morganii, Providentia alcalifasciens, 
Pseudomonas paucimobilis. 
Il faut noter l'absence de souches d'E. colt qui était majoritaire en 2002 chez les poissons issus 
de ce bassin, cependant toutes ces souches sont des entérobactéries qui peuvent être originaires 
des poulets. 
La même analyse réalisée sur 5 poissons péchés dans un bassin contenant une eau limpide a 
conduit à l'isolement et à la purification de 70 souches microbiennes dont 23 sont des bacilles 
gram négatifs oxydase + ou -. Ces 23 souches appartiennent à 9 espèces microbiennes : 
Providentia alcaliaciens, Proteus vulgaris, Providentia rettgeri, Enterobacter cloacae, 
Enterobacter agglomerans, Citrobacter freundii, Escherichia vulneris, Pseudomonas 
aeruginosa, Pseudomonas putrefasciens. 
L'analyse de l'eau limpide des bassins d'élevage de ces 5 poissons a été réalisée. La charge 
microbienne importante a nécessité de diluer l'eau avec de l'eau stérile pour pouvoir isoler les 
bactéries. Les espèces suivantes ont été isolées et identifiées : Pseudmonas jluorescenslputida, 
Flavimonas oryzihaditans, Chromobacterium violaceum, Chryseomonas luteola, 
Pseudmonas paucimobilis, Enterobacter cloacae, Bordetellalalcaligenes. 
Pseudomonas fluorescenslputida a été isolé aussi des poissons, c'est un microorganisme de 
l'environnement. 
L'analyse de deux poissons élevés dans une eau turbide a conduit à la sélection de 102 souches 
microbiennes dont 41 sont des bacilles Gram négatif oxydase + ou -. Ces 41 souches 
appartiennent à 13 espèces dont 5 sont des entérobactéries. Ces souches sont les suivantes: 
Pseudomonas jluorescens, Aeromonas sobria, Aeromonas hydrophilia/caviae, pseudomonas 
spp, Citrobacter .freundii, Proteus vulgan's, Pseudomonas aeruginosa, Edwardsiella tarda, 
Plesiomonas shigelloides, Enterobacter cloacae, Enterobacter amnigenus, Enterobacter 
sakazaki, Vibrio metschnikovii. 
D'avantage de souches microbiennes sont isolées. Elles appartiennent à d'avantage d'espèces 
différentes dont 6 sont des entérobactéries. L'analyse de l'eau turbide a elle aussi nécessité des 
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dilutions. Les microorganismes isolés sont : Enterobacter aerogenes, Erwinia Spp, Klebiella 
pneumoniae, Enterobacter cloacae. 
La diversité des espèces microbiennes est peu différente de celle de l'eau limpide. Quatre 
espèces sur les 7 identifiées sont aussi retrouvées dans les poissons. 
L'analyse microbienne des aliments de poissons a permis d'identifier les espèces suivantes: 
Flavimonas oryzihaditans, Vibrio metschnikovii, Xanthomonaslpseudomonas maltophilia, 
Aeromonas hydrophilia/caviae, Enterobacter sakazakii, Bordetellalalcaligenes, Enterobacter 
cloacae, F1avimonas oryzihaditans. 
Enterobacter cloacae a été aussi isolée des poissons et de l'eau. 
En conclusion, il apparaît une relation entre les différentes flores microbiennes identifiées sur 
les poissons et sur les milieux d'origine. 
7.2 Identification moléculaire de la flore bactérienne (surface et intestine) 
de poissons en provenance de différentes fermes aquacoles d'Asie du Sud-Est. 
Responsable : Thierry Legavre, ont participé Christophe Dulhoste, Ratanapom Leesing, 
Gérard Loiseau, Samira Sarter. 
Un des objectifs de ce travail consistait à vérifier par l'outil moléculaire la justesse des pré-
identifications par les outils de microbiologie classique (microscopie, galeries API, coloration 
Gram, milieux de culture sélectif, dosages enzymatiques .. . ) des clones et souches bactériennes 
isolés de deux poissons : 
- un Tilapia (Oreochromis niloticus) de Thai1ande 
- un Pangasius hypophthalmus du Mékong au Vietnam. 
Un autre objectif était de vérifier si chaque clone bactérien isolé (d'une même espèce) 
appartenait à une souche identique ou différente . 
Enfin, nous avons essayé de voir s'il y avait une corrélation entre souche bactérienne, niveau de 
résistance aux antibiotiques et contenu plasmidique de ces bactéries. 
Pour répondre au deux premières problématiques nous avons utilisé et donc développé la 
technique d' AFLP (Amplified Restriction Fragment Polymorphism), pour la dernière nous 
avons extrait et analysé les plasmides contenus dans les bactéries. 
L'isolement des bactéries sur milieu gélosé stérile a été réalisé à partir du broyage en mélange 
des ouïes, de l'intestin et de la peau des modèles d'étude. Ainsi, différents lots de bactéries ont 
été isolés par l'équipe de microbiologie et ont servi de matériel de départ pour l'étude : 
• 19 souches de Pseudomonas (originaires du tilapia thaïlandais) ayant poussé plus de 
48 heures dans un milieu de culture liquide à 37°C et identifiées par galerie API 20 NE 
(Stockage à- 80°C dans 2 x 50 mL de TE (Tris EDTA, pH 8)/ souche). 
• 25 souches d'entérobactéries (originaires du tilapia thaïlandais) ayant poussé sur 
milieu gélosé sélectif des entérobactéries et pré-identifiées avec un tableau des 
caractéristiques des principales entérobactéries en fonction de l'utilisation du glucose, 
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la production de gaz, la production d'H2S (Stockage à - 80°C dans 5 mL de TE/ 
souche). 
• 102 souches de bactéries isolées du Pangasius hypophthalmus ayant poussé sur milieu 
gélosé sélectif/ antibiotiques et pré-identifiées par les galeries API (Stockage à - 80°C 
dans 4 ml de TE/ souche). 
Lyse des bactéries, extraction et purification de /'ADN génomique: La lyse et 
l'extraction de l' ADN génomique des bactéries est basée sur un protocole classique tiré de 
"Current Protocols in Molecular Biology" (John Wiley &Sons, Inc, I994). 
La qualité de l'extraction est évaluée par une électrophorèse sur gel d'agarose à 0,8 % dans du 
TAE IX. Une purification de l'ADN bactérien est réalisée avec le kit QIAquick PCR 
Purification de QIAgen. La qualité de la purification est évaluée par une électrophorèse sur gel 
d'agarose à 0,8 % dans du TAE IX 
AFLP: Le protocole est un protocole Cirad (coût réduit) qui a été adapté à partir du protocole 
du kit « AFLP Analysis System for microorganisms » de Gibco BRL et du protocole MSAP 
(Methylation Sensitive Amplification Polymorphism) élaboré par Baurens F-C (Cirad-Biotrop, 
pour l'étude du génome du bananier). 
Les données AFLP sont entrées dans un fichier Excel puis transférées sur le logiciel DARwin 
4.0.94 développé au Cirad par Xavier Perrier pour l'analyse de la diversité génétique. Avec ces 
données, le logiciel construit un arbre de distance génétique. 
Isolation de plasmide avec le "High pure isolation kit" de ROCHE : L'isolation de l' ADN 
plasmidique des bactéries est basée sur le protocole de ce kit. 
Il est réalisé sur les 102 souches de bactéries (originaires du Pangasius hypophthalmus élevé 
en cage flottante) ayant poussé sur milieu gélosé sélectif/ antibiotiques et pré-identifiées par les 
galeries API. La qualité de l'isolation est évaluée par une électrophorèse sur gel d'agarose à 
0,8% dans du TAE IX. 
Résultats 
Une vingtaine de gels d'électrophorèse (62 échantillons déposés par gel) ont été générés pour 
obtenir une représentation suffisante de la diversité génétique des bactéries. 
Dans un premier temps, les niveaux de bandes sont numérotés. A chaque niveau et pour chaque 
individu, un code ( « 0 » ou « 1 ») est attribué en fonction de la présence ou l'absence d'une 
bande. "O" signifie une absence de bande et "l" signifie une présence de bande. 
42 
L'arbre de distance génétique est construit : 
i\.rb r e de distance gé:nétit*u des 9$t_!!_g_.mn .. !!H'H? · entërob ac:teries 
Les travaux de microbiologie avaient permis de regrouper après identification les souches 
communes en lots de Pseudomonas et d' entérobactéries: 
Nous avons observé la corrélation entre les résultats issus des identifications en microbiologie 
et l'arbre de distance génétique obtenu avec le logiciel DARwin 4.0.94 après analyse des 
profils AFLP. 
Un arbre de distance génétique permet de bien distinguer les Pseudomonas des entérobactéries. 
Le même arbre discrimine les échantillons de Pseudomonas et d'entérobactéries en fonction de 
leur code attribué en microbiologie. 
L'arbre de distance génétique permet d'aller plus loin car ce qui est considéré comme clone en 
microbiologie, ne l'est plus forcément par l'étude de la diversité génétique des souches. Ceci est 
encore plus marqué pour les entérobactéries car aucune souche ne semble identique. 
La biologie moléculaire semble plus sûre et plus précise que la microbiologie dans 
l'identification bactérienne. Dans la littérature, il a été prouvé que l'utilisation de la PCR était 
plus sûre que la microbiologie pour différencier deux espèces de Vibrio. 
Pour les 102 souches de bactéries ayant subi un test de résistance aux antibiotiques: 
Une relation entre la présence de plasmides dans les bactéries et la résistance aux antibiotiques 
a été montrée lors de travaux sur des souches de Vibrio isolées de crevettes cultivées au 
Mexique. Cette étude montre que cette résistance peut être codée par les plasmides par une 
expérience de conjugaison entre deux souches de bactéries. 
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L'équipe de microbiologie du Paa a étudié la résistance aux antibiotiques de ces 102 souches 
de bactéries en testant 11 antibiotiques fréquemment utilisés en élevage de poisson (voir 
chapitre correspondant). 
L'extraction et l'analyse du contenu plasmidique de ces bactéries ont été réalisées (exemple ci 
dessous pour une 50aine d'entre elles). Sur les 17 souches qui n'ont pas de plasmide, toutes ont 
au moins une résistance aux antibiotiques. Ces souches ont donc une expression de résistance 
portée par l' ADN génomique. Sur les 33 souches présentant un profil plasmidique, 31 sont 
résistantes à au moins un antibiotique, soit 94 % d'entre elles. 
D'après le tableau ci-dessous, deux souches ne présentent pas de résistance. Une possède un 
plasmide (4/9) et l'autre 4 plasmides (3/3). Les plasmides ne seraient pas forcément porteurs 
d'une résistance aux antibiotiques. 
Nous constatons aussi que des souches résistantes à un seul antibiotique ont plusieurs 
plasmides (2/3, 317, 16, /8) et des souches résistantes à 9 antibiotiques n'ont qu'un plasmide 
(1/9, /2, 10/1, /1 , /9, 2/4, 6/2). Aucune corrélation apparente n'existe entre le nombre de 
résistance à des antibiotiques et le nombre de bandes plasmidiques observées. 
D'après le tableau ci-dessus, nous constatons une corrélation entre les profils plasmidiques 
identiques et l'identification API des souches bactériennes. C'est le cas pour E. coli (119, /2, 
10/1), Aeromonas (612, 2/3, 3/7). 
Outre les explications d'ordre génétique, le nombre et le profil de résistance des bactéries aux 
antibiotiques varient en fonction de leur environnement, c'est pourquoi il est difficile d'établir 
une relation entre un profil plasmidique et une résistance aux antibiotiques même en s'appuyant 
sur la littérature. 
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Nombre de Nombre 
Souche Identification Gram résistance Résistance aux antibiotiques de Taille (kb) 
API aux bandes 
antibiotiques 
419 ND* 
-
0 1 2 
3/4 ND - 8 OA,C, E, SXT, Ff, SSS, NA, UB 1 2 
/8 Proteus - 1 sss 2 1,5-1,6 
19 Aeromonas - 9 OT, OA, S, E, SXT, Ff, SSS, NA, UB 2 1,5-1,6 
/10 ND 2 
SSS,E 
2 1,5-1,6 
-
16 ND + 1 
sss 
2 1,5-1,6 
/3 ND + 2 
SSS,NA 
2 1,5-1,6 
17 ND 8 
OT, OA, S, E, SXT, SSS, NA, UB 
2 1,5-1,6 
-
--------- -----------------
--------- ---------------
-------------------------------------- ---------- -------------------
/1 ND 
-
9 OT, OA, C, S, E, SXT, SSS, NA, UB 4 1,5-1,6-2,5- (4,5) 
--------- ----------------- ---------
---------------
----------------------------------- ---
----------
-------------------
1/9 E.coli 
-
9 OT, OA, C, S, E, SXT, SSS, NA, UB 2 2,5- (4,5) 
12 E.coli 
-
9 OT, OA, C, S, E, SXT, SSS, NA, UB 2 2,5- (4,5) 
10/1 E.coli 
-
9 OT, OA, C, E, SXT, SSS, NA, UB,AM 2 2,5- (4,5) 
1/8 ND 
-
7 OT, OA, E, SXT, SSS, NA, UB 7 1,3-1,4-2-2,8-3-3,5-4 
1/3 Vibrio 
-
5 S, OA, E, SXT, SSS 7 1,3-1,4-2-2,8-3-3,5-4 
214 Moraxella 
-
9 OT, OA, S, E, SXT, SSS, NA, UB, AM 7 1,3-1,4-2-2,8-3-3,5-4 
3/3 ND 
-
0 4 1,5- 4-5-10 
2/3 Aeromonas 
-
1 sss 4 1,5- 4-5-10 
3/7 Aeromonas 
-
1 sss 4 1,5- 4-5-10 
6/2 Aeromonas 
-
9 OT, OA, C, S, E, SXT, SSS, NA, UB 4 1,5- 4-5-10 
*ND = non déterminé. 
Les couleurs identiques correspondent à une résistance au(x) même antibiotique(s). 
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7.3 Etude de la sensibilité aux antibiotiques des souches de bactéries isolées des 
poissons chats Pangasius du Vietnam et de Thaïlande 
Responsable : Samira Sarter, stagiaire Master : Nguyen Hoang Nam Kha, Isabelle Agui, Sehya 
Duk. 
Cette étude méthodologique a été menée dans le but de voir si la résistance des bactéries isolées 
de poissons aux antibiotiques peut servir de marqueur géographique. Les antibiotiques que 
nous avons testés sont ceux fréquemment utilisés en élevage de poisson (d'après des données 
bibliographiques et une étude du Ministère des Pêches Thaï): Oxytétracycline (OT), Acide 
oxolinique (OA), Chloramphénicol (C), Streptomycine (S), Erythromycine (E), Triméthoprim 
+ Sulphamethoxazole (2 antibiotiques) (SXT), Furane (FT), Sulfamide (SSS), Acide 
nalidixique (NA), Fluméquine (UB), Ampicilline (AM). 
Nous avons étudié pour cela 303 souches bactériennes isolées de 4 poissons d'élevage 
asiatique: 
1 Pangasius hypophtalmus du Vietnam (102 isolats) 
1 Pangasius bocourti du Vietnam (101 isolats) 
2 Tilapias de Thaïlande (2x50 isolats) 
Nous avons broyé l'estomac+ branchies+ ouies de 1 individu de poisson que nous avons par 
la suite cultivé, après une nuit d'enrichissement, sur des milieux solides contenant chacun 
5µg/ml d'un antibiotique (1 antibiotique/culture). 
Pour chacune des souches, nous avons effectué un antibiogramme selon la méthode standard 
des disques de diffusion (Société Française de Microbiologie). 
Des différences majeures sont observées à partir des souches isolées des différents poissons. 
Les plus forts taux de résistance sont obtenus à partir du P. bocourti (Figure 1). Nous 
observons également un effet de sélection par les antibiotiques car plus il y de résistances, et 
plus la biodiversité bactérienne est réduite (Figure 2). 
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Figure 1 : Taux de résistance aux antibiotiques des bactéries isolées de Pangasius 
hypophtalmus et P. bocourti du Vietnam et de 2 Tilapias de Thaïlande 
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Certains poissons présentent des pics de résistance spécifiques (80% des souches de P. 
bocourti résistent à 6 antibiotiques simultanément, ce qui correspond à 5 classes 
d'antibiotiques différentes) (Figure 3). 
Les souches des 2 poissons Tilapia sont sensibles à tous les antibiotiques testés à rexception 
de l'ampicilline. Ces poissons étant issus d'une fenne expérimentale (université de Khon 
Kaen), nous allons faire une autre recherche avec un lot de poissons ( 10 individus) provenant 
d'une fenne industrielle de Songkla (DEA 2004). 
Marqueurs potentiels 
Nous avons considéré le P. bocourti comme modèle car c'est le poisson qui présente le plus de 
résistance. Nous observons alors plusieurs profils d'antibiorésistance (Figure 4). 
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E.coli E.c/salm Enterob. Mora. orofil Antibiotiaues 
Total 101 75 12 12 2 OTC, OA, C, S, SXT. FT, SSS, NA. UB, AM 
Profil 1 69 ,. 
-
9 OTC,C,S,SXT,SSS,AM 
2 1 OTC,OA,C,SXT,SSS,NA,UB.AM 
3 2 3 OTC, OA. C, S. SXT, SSS, NA. UB, rAMl 
4 2 OTC, OA, C, SXT, FT. SSS, NA, UB, AM 
5 3 OTC, OA. C, rst SXT, sss. NA. UB. rAMl 
6 
7 , 
8 
9 . 
10 
11 l 
re résentativité Forte p 
Majorité sensible NA 
92%profil 1 
2 
·J~ 
1 
1 
AFLP des isolats différents 
.. 
• 1 1lii :1111 
r 1 
. 
~· 
2 OTC, OA, C, SXT, SSS, NA. UB, rAMl 
.-::i 2 .::w OTC,C,S,SXT,FT,SSS,AM 
-
1 OTC. OA. c. rs1. SXT. sss. NA. AM 
~ . 
-
" . 1 ,. OTC. C, S, SXT. rFTl. SSS, AM 
2 OTC,OA,C,SXT,SSS,NA,UB 
. ..... OTC, C, SSS, AM 
~ L Sensibles NA 
75% profifî +NA 
Figure 4 : Marqueurs potentiels (ligne jaune = sensible classe NA) 
L'identification des souches et les profils d'antibiorésistance sont parfaitement reproductioles. 
L'antibiorésistance permet de distinguer clairement les groupes d'espèces différentes. 
Ces résultats ont été confirmés par l'analyse biomoléculaire (cfrésultats Biotrop). 
Conclusion 
A l'issue de cette étude, nous pouvons dégager des pistes potentielles de quelques marqueurs 
microbiens pour le poisson du Vietnam qui devront être confirmés par une étude sur site réel 
(poisson frais) avec un plus grand échantillonnage : 
Morganella morganni : 2% isolements 
• Fort potentiel de résistance (unique combinaison NA+FT) 
Enterobacter sp : 12% 
• Sensibles aux quinolones (NA, OA, UB) 
• 1 profil {n°1) majoritaire (75%) 
E. colt: 15% 
• Sensibles aux quinolones 
• 1 profil (n°1) majoritaire (92%) 
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8. Mise au point d'une méthode globale d'analyse des bactéries des poissons : la DGGE 
Reponsables : Didier Montet, Gérard Loiseau, Thierry Legavre 
Ont participés les étudiants Ratanapom Leesing (Thésarde), Tatsadjieu Leopold, François 
Gemrot, Nguyen Doan Duy (Thésard), Carolina Mattei, Laure Grisoni, Nicolas Barlet, Naüna 
Benchakroud. 
Les études d'identification des souches microbiennes sont lourdes car elles demandent de bien 
caractériser les souches une à une en employant le plus souvent les techniques de la biologie 
moléculaire: ribotypage, PCR, RFLP, RAPIDA, etc. 
Nous proposons donc d'utiliser une technique de biologie moléculaire en développement, 
! 'Electrophorèse en Gradient de Gel Dénaturant (DGGE) pour analyser la totalité des flores 
microbiennes présentes sur ou dans les poissons pour créer un code barre biologique (ADN) 
déterminant l'origine du produit alimentaire support. Les chromatogrammes résultant de 
l'analyse des gels de DGGE seront analysés et comparés pour des poissons de différentes 
origines. Il sera nécessaire de créer une banque de données DGGE de poissons issus de 
différents pays ou de différentes fermes pour déterminer la finesse de la méthode. 
Cette banque de données sera établie en fonction des exigences de la réglementation en vigueur 
sur l'étiquetage des emballages de poissons. Elle sera toutefois établie en tenant compte 
également des objectifs de l'étude, à savoir de déterminer l'origine géographique d'un poisson 
d'élevage. Par origine géographique, nous souhaitons arriver à la détermination au minimum 
du pays de production du poisson. Les techniques que nous mettrons en œuvre pourraient 
permettre à terme d'identifier les fermes de production. 
Les marqueurs seront analysés par une technique de biologie moléculaire utilisant 
l'amplification par PCR d'une séquence particulière du gène de l' ARN 16S bactérien suivie 
d'une électrophorèse en gel de polyacrylamide dénaturant par un gradient d'urée et de 
formamide (DGGE). 
8.1 Utilisation de la PCR-DGGE pour la caractérisation des produits alimentaires 
Depuis son introduction par Muyzer (1993) pour des études d'écologie microbienne, la PCR-
DGGE a été de nombreuses fois employée pour étudier les communautés bactériennes dans des 
environnements variés comme le sol (Smalla et al., 2001), l'eau (Ovreas et al., 1997; Riemann 
et al., 1999 ; Sekiguchi et al., 2002) et dernièrement le pétrole (Phung et al., 2004). Mais à 
l'heure actuelle comme le résume Ercolini (2003b ), cette méthode peut être une nouvelle 
stratégie d'identification bactérienne dans les aliments permettant de garantir l'origine d'un 
produit. 
Ampe et al. de l'lrd (1999) se sont arrêtés à la distribution spatiale des bactéries dans des 
boules de Pozol, un aliment mexicain de maïs fermenté. Couplée à des techniques 
d'hybridation, et à des dosages des produits de fermentation, la PCR-DGGE a permis 
d'identifier différentes bactéries acido-lactiques. Ercolini et al. (2001 ; 2003a) ont travaillé 
successivement sur la microflore de deux fromages la Mozzarella (italien) et le Stilton 
(anglais). Par séquençage des fragments recueillis après DGGE, ils ont pu identifier, dans le 
fromage italien des souches de bactéries lactiques thermophiles comme Streptococcus 
thermophilus, des souches de bactéries lactiques mésophiles comme Lactococcus lactis et des 
bactéries assimilées à des contaminations comme Alishewanella fetalis. Le fromage 
britannique quant à lui semble contenir une flore beaucoup plus complexe, et dont la répartition 
n'est pas homogène entre le cœur et la croûte. 
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La communauté microbienne intervenant pendant la maturation de la gousse de vanille en 
Indonésie a été étudiée par cette approche (Rahling et al., 2001). Les auteurs ont pu prouver la 
présence significative de souches de Bacillus et d'autres microorganismes non cultivables après 
le chauffage de la gousse. 
La PCR-DGGE a été utilisée pour l'étude de boissons fermentées ou non. Par exemple, les 
communautés bactériennes présentent pendant la fermentation du malt à whisky a pu être ainsi 
étudiée (Van Beek et Priest, 2002). Ces auteurs ont montré que l'ensemble des souches de 
Lactobacillus présentes joue un rôle important dans les premières étapes de la fermentation 
alors qu'en fin de fermentation seules deux souches de Lactobaci/lus homofermentaires 
dominent. 
Dans la même voie, la PCR-DGGE a permis d'identifier la microflore au cours d'un procédé de 
fermentation ou de lors d'altérations (Coccolin et al., 2001 ; 2004). Ben Omar et al. (2000) ont 
analysé les changements de population bactérienne au cours des différentes étapes de la 
fermentation du Pozol. Les espèces responsables de la fermentation et donc de la production de 
certains composés chimiques peuvent être ainsi identifiées. L'empreinte génétique permet de 
donner une image de la communauté bactérienne à un instant donné. C'est la succession de ces 
images qui permet d'aboutir à l'établissement de la dynamique de fermentation. Cette dernière 
application est intéressante puisque elle permet de suivre les fluctuations bactériennes au cours 
d'un traitement technologique. 
Coppola et al. (2001) ont comparé différents modes de fabrication de fromage : une méthode 
dite artisanale, et une méthode plus industrielle. Leurs études ont montré que la microflore du 
fromage dépend en partie du mode de production. De ce fait, la technique PCR-DGGE pourrait 
être assimilée à un outil de diagnostic pour les produits qui doivent porter la mention "produit 
artisanal". L'utilisation de la technique PCR-DGGE par Fasoli et al. (2002) a permis d'évaluer 
l'identité des microorganismes présents dans des yaourts à base de probiotiques, et des 
préparations probiotiques lyophilisées. Afin d'optimiser la séparation des séquences et donc des 
souches microbiennes, les auteurs ont augmenté le polymorphisme, en amplifiant les régions 
Vl et V3 de l'ADNr 16S. Des témoins de migration électrophorétiques ont été crées en utilisant 
les bactéries généralement rencontrées dans les produits contenants des probiotiques. La 
comparaison de produits commerciaux à ces modèles ont montré que certains microorganismes 
non déclarés sont présents dans les produits fermentés et réciproquement des bactéries comme 
Lactobacillus caser considérée comme probiotique et sensées être présentes ne sont pas 
détectées par PCR-DGGE. Ces travaux prouvent que cette technique «culture indépendante» 
est un moyen sûr pour contrôler les appellations. 
Dernièrement, une application originale de la PCR-DGGE a été décrite dans la littérature. 
(Mauriello et al., 2003). Ces travaux sur la flore initiatrice dans la production de Mozzarella 
ont montré qu'il existait un lien marqué entre les profils de la composition microbienne des 
initiateurs de fermentation et leur origine géographique. De plus, les caractères organoleptiques 
des différents fromages sont eux aussi dépendants de l'origine géographique des flores 
initiatrices. De ce fait les empreintes génétiques pourraient être un bon moyen pour préserver 
les labels du type AOC (Appellation d'Origine Contrôlée) dont le principe d'attribution est un 
cahier des charges axé essentiellement sur l'origine de la zone de production. 
8.2 Nature et origine des échantillons 
Les études de mises au point ont été réalisées tout d'abord sur des Tilapias d'aquaculture, issus 
de l'élevage Cemagref/Cirad (Montpellier). Les lots de poissons fournis sont relativement 
hétérogènes en taille, poids et ils différent par la nature de leur alimentation. Pour avoir un 
matériel biologique suffisant, nous nous sommes cantonnés à un gabarit minimum : 20 cm de 
long pour une masse corporelle d'environ 1 OOg. Pour limiter l'effet de l'alimentation, la capture 
est réalisée le lundi matin, moment où les poissons sont à jeun. 
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Trois parties du poisson ont été jugées intéressantes dans le cadre de cette étude : les ouies, les 
intestins et la peau. Les branchies en contact direct avec l'eau jouent un rôle de filtre naturel 
après avoir découpé l'opercule et la membrane operculaire aseptiquement, les branchies sont 
prélevées. La population bactérienne isolée de ces dernières devrait donc être riche et 
représentative du milieu d'élevage. Les intestins présentent compte tenu de la diversité des 
flores microbiennes en relation avec l'alimentation et l'environnement un intérêt incontestable 
pour la mise au point de la méthode d'analyse. 
Il est important de noter que la vascularisation des ouies est très riche, de ce fait de nombreuses 
cellules sanguines sont récoltées. Les intestins sont prélevés dans leur totalité afin d'avoir toute 
la diversité de la microflore intestinale. 
8.3 Optimisation des protocoles d'extraction des ADN des microorganismes 
Coordinateur Thierry Legavre, avec la participation de Daniel Dijoux. 
L'extraction de l 'ADN des bactéries portées par les poissons est une opération importante pour 
la réussite de la PCR-DGGE. Cette extraction est concomitante à celle de tous les autres ADN 
présents dans les échantillons (poissons, micro algues, virus, parasites, etc ... ). L 'étape de PCR 
amplifiera spécifiquement les régions d' ADN reconnues par les deux amorces pour donner des 
produits de PCR en quantité suffisante pour la DGGE. 
8.3.1. Extraction de l' ADN bactérien directement à partir de poissons 
Nous avons décidé d'extraire l'ADN total directement à partir du poisson, sans passer par des 
étapes d'isolement et de purification de toutes les bactéries. Cette étape a demandé un temps de 
mise au point importante. 
L'extraction est réalisée sur un mélange de broyat (30 sec au Stomacher© à vitesse maximale) 
de 6 g de branchies et 6 g d'intestins dans 24 mL de tampon Na2HP04 / NaH2P04 stérile (0,1 
M;pH8). 
Le broyat de poisson, réparti en microtubes de 2 mL, est centrifugé à 4000g pendant 15 min à 
4°C. A cette vitesse, il reste encore beaucoup de cellules bactériennes en suspension, mais 
l'ensemble du matériel cellulaire reste intact pour l'extraction des acides nucléiques. La suite 
des traitements s'effectuera donc sur le culot et sur le surnageant issus de cette centrifugation. 
Les culots sont remis en suspension dans 900 µL de tampon Tris HCl- EDTA (TE, Tris à 
lOmM pH 8,0; EDTA à lmM). 
Dans un premier temps, les cellules extraites subissent une hydrolyse enzymatique provoquée 
par 30 µL de lysozyme (25 mg/mL), 10 µL de protéinase K (10 mg/mL) et 10 µL de RNase A 
(lOmg/mL) qui sont ajoutés aux produits de la centrifugation précédente (culot repris et 
surnageant). Le mélange est incubé 15 min à 42°C, cette température correspondant à la 
moyenne des optima d'action des enzymes. Le lysozyme est une muramidase qui permet la lyse 
de la paroi bactérienne et en particulier celles des bactéries Gram positives. Cette enzyme 
dégrade le peptidoglycane pariétal en hydrolysant la liaison 13(1 ~4) qui relie l'acide N-
acétylmuramique (NAM) à la N-acétylglucosamine (NAG). La protéinase K est une protéase 
non spécifique qui hydrolyse les protéines membranaires permettant la déstructuration de la 
membrane plasmidique et la libération des acides nucléiques. La RNase hydrolyse les ARN 
libérés. 
Dans un second temps, le broyat de poisson subit une hydrolyse chimique avec l'ajout de 20 µL 
de Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) à 20% W/W incubé à 42°C pendant 15 min. Le SDS est un 
détergent anionique qui se fixe sur les protéines et engendre l'apparition d'une charge négative 
déstructurant ainsi la membrane cellulaire. Le SDS complète l'action de la protéinase K. Après 
la dénaturation protéique, un volume de Mixed Alk.yl Trimethyl Ammonium Bromide 
(MATAB) à 2% w/w en solution dans du NaCl (3M) est ajouté à l'hydrolysat (65°C / 10 min). 
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Le MATAB précipite les polysaccharides. Les ions Na+, se placent à la périphérie de l'ADN 
chargé négativement en augmentant sa stabilité. 
Après la lyse cellulaire, l'ADN extrait est nettoyé. Un volume d'un mélange Chloroforme / 
Alcool Isoamylique 24/1 (v/v) est ajouté à un volume de l'hydrolysat. Cette extraction va 
permettre d'entraîner les composés liposolubles dans la phase organique. Les protéines et les 
polysaccharides restants dans la phase aqueuse sont retrouvés à l'interface avec la phase 
organique après centrifugation à 8000g pendant 15min. 
L'ADN total nettoyé est précipité par un volume d'isopropanol. L'alcool chasse l'eau autour de 
la molécule d'ADN, créant l'apparition d'une pelote. Cette pelote d'ADN va être reprise après 
une centrifugation dans de l'eau ultrapure Merck™. L'ADN total extrait va pouvoir être 
conservé à -20°C. 
8.3.2 Extraction de I' ADN de bactéries isolées 
L'extraction des acides nucléiques est effectuée sur une culture d'une nuit. lmL de la 
suspension bactérienne est centrifugé à 1 OOOOg pendant 5 min. Le culot est repris dans 400µL 
de tampon d'extraction (TE). Après la mise en suspension complète des cellules, on réserve 
deux fois 200µL dans des tubes Eppendorff pour une meilleure efficacité enzymatique lors des 
phases de lyse. 
Les étapes suivantes de l'extraction sont identiques à celles utilisées dans le cas de l' ADN 
bactérien directement issu de poisson : lyse enzymatique, lyse chimique, nettoyage des acides 
nucléiques et précipitation de l 'ADN. 
8.4 Amplification de l'ADN bactérien par réaction de polymérisation en chaine (PCR) 
Le mélange réactionnel est préparé comme indiqué dans le tableau 2. 
L'amplification de la région V3 de l'ADNr 16S est effectuée en utilisant un couple d'amorces 
décrit dans la littérature par Muyzer et al. (1993) : 338f et 518r. Pour la DGGE, une séquence 
de 40 nucléotides GC (GC clamp) est ajoutée à l'extrémité 5' de l'amorce 338f (Tableau 3). 
Concentration initiale Volume ajouté Concentration finale 
ADN 5µL 
Amorce 338 f 10 µM lµL 0,2 µM 
Amorce 518 r lOµM lµL 0,2µM 
dNTP lOmM 2µL 0,4mM 
Tampon lOx SµL lx 
MgCh 15mM O,SµL 0,15mM 
Taq polymérase lU/µL lµL lU 
Eau ultra pure 34,SµL 
Tableau 2 : Composition du mélange réactionnel et concentration des produits utilisés 
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Amorce Cible Position* Séquence 
338f Bactérie, Région 338-357 5' AC TCC TAC GGG AGG CAG CAG 3' 
V3 
352f Lactobacillus, 352-370 5' CAG CAG TAG GGA ATC TTC C 5' 
Région V3 
357f Bactérie, Région 357-372 5' TAC GGG AGG CAG CAG 3' 
V3 
518r Universel, 518-534 5' ATT ACC GCG GCT GCT GG 3' 
Région V3 
539r Bactérie, Région 539-561 5' GTA TTA CCG CGG CTG CTG GCA C 3' 
V3 
GCclamp 5' CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG 
GCG GGG GCA CGG GGG G 3' 
*Numérotation établie pour Escherichia coli 
Tableau 3 : Séquences des différentes amorces utilisées en PCR 
Lors de la réaction PCR, des hybridations dites aspécifiques peuvent intervenir, ces 
hybridations sont dues à l'appariement de micro séquences complémentaires. Pour améliorer la 
spécificité de la réaction, une "Touchdown" PCR est préconisée. Lors du premier cycle, la 
température d'hybridation programmée est supérieure de 10°C à la température optimale 
d'hybridation des amorces. Puis dans les cycles qui suivent, la température est abaissée de 
0,5°C par cycle jusqu'à la température optimale d'hybridation. Une fois cette température 
atteinte, 10 cycles sont effectués à la température optimale (Tableau 4). 
Etape Température Durée 
1 94°C 5' 
2 94°C l' 
3 65°C l' 
4 72°C 3' 
5 20x Etapes 2 à 4 
T3 diminuant de 0,5°C à chaque cycle 
6 94°C l' 
7 55°C l' 
8 72°C 3' 
9 JOx Etapes 6 à 8 
10 72°C 5' 
Tableau 4 : Programmation de températures utilisées en "touchdown" PCR 
La PCR gigogne ("nested PCR") qui permet d'améliorer l'amplification de séquences présentes 
dans des très faibles quantités se déroule en deux étapes. La première étape est une 
préamplification de 15 cycles (Tableau 5) avec un couple d'amorces qui amplifie une région 
très large incluant la région d'intérêt. La étape seconde une amplification de 30 cycles (Tableau 
5) qui utilise les deux amorces 338f et 518r. 
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Etape Température Durée 
1 94°C 5' 
2 94°C l' 
3 55°C l' 
4 72°C 3' 
5 15 cycles 
6 72°C 5' 
Tableau 5 : Programmation de températures pour la préamplification 
8.5 Vérification de l'extraction des ADN par Electrophorèse en gel d'agarose 
Les vérifications de l'efficacité de l'extraction de l'ADN sont réalisées par électrophorèse 
d'agarose dans un gel à 0,8% w/w d'agar. Les vérifications de l'efficacité de l'amplification 
sont réalisées avec un gel à 2,5%. 
8.6 Electrophorèse en gel d' acrylamide avec gradient dénaturant (DGGE) 
Les variations de séquences d'acides nucléiques dans les ADN des différentes espèces 
microbiennes donnent aux molécules d' ADN des propriétés de fusion différentes. En effet, le 
GC% d'une séquence et l'enchaînement des paires de bases sont des facteurs déterminants du 
point de fusion. Entre les deux brins d' ADN, les bases Guanine et Cytosine sont liés par trois 
liaisons hydrogène, tandis que les bases Thymine et Adénine sont liés par deux liaisons. De ce 
fait, il est plus difficile de rompre les liaisons G-C que les liaisons A-T. Les molécules ayant 
des GC% importants seront plus difficiles à dénaturer. 
La différenciation des séquences d' ADN peut se faire grâce à une électrophorèse en gel de 
polyacrylamide en gradient de dénaturant d'ADN (DGGE) tels que l'urée et le formamide. 
Les molécules d'ADN double brin amplifiées sont déposées dans ce type de gel 
d'électrophorèse. Au fur et à mesure de leur progression, les conditions dénaturantes sont de 
plus en plus importantes. Les produits PCR aux séquences distinctes commencent à se 
dénaturer à des concentrations dénaturantes différentes, autrement dit à des positions 
différentes dans le gel. L'ouverture de la molécule d'ADN va s'effectuer alors jusqu'à l'obtention 
d'ADN simple brin. La vitesse de migration diminue avec l'ouverture de la molécule, une 
molécule double brin totalement fermée se déplaçant plus vite dans les mailles de 
polyacrylamide qu'une molécule partiellement dénaturée. La molécule simple brin 
considérablement ralentie va alors s'arrêter. 
Pour prévenir de la dissociation totale de la molécule, et donc pouvoir observer le seuil de 
migration, une séquence de 40 nucléotides riche en GC (GC Clamp) est ajoutée à l'extrémité 5' 
de l'amorce« forward ». 
Différents gradients dénaturants ont été testés afin d'obtenir la meilleure séparation possible. 
Les gradients choisis sont ceux cités dans la littérature, ce qui nous a évité de réaliser une 
DGGE dite horizontale préconisée pour déterminer le gradient optimal. Le barème de 
migration a été fixé dans un premier temps à 200V pendant 180 min à 60°C. 
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8.7 Analyse de l'ADN bactérien extrait directement de poissons 
La matrice étudiée est un mélange de branchies et d'intestins prélevés aseptiquement sur des 
Tilapias, provenant de l'élevage Cemagref/Cirad. L'efficacité de l'extraction est visible dans la 
figure 5. 
1 2 3 4 56 7 8 91 
Dépôts 
Bandes d'ADN génomique 
~ :} Marqueur de poids moléculaire 12Kb 
3
. Extraction à partir du culot 
4. 
5. 
6. Extraction à partir du surnageant 
7. 
8. 
9. 
Figure 5 : Gel de vérification d'extraction de l'ADN total à partir de Tilapia 
Pour chaque échantillon (surnageant et culot), le gel présente des bandes situées au dessus du 
marqueur de poids moléculaire de 12Kb. Ces spots correspondent à de l'ADN de haut poids 
moléculaire, constitué d'ADN génomique de poisson et d'ADN bactérien. C'est ce dernier que 
l'on veut mettre en évidence par PCR. 
Les extractions d'ADN réalisées à partir des culots de centrifugation présentent plus 
d'impuretés, que celles effectuées à partir du surnageant. En effet, les polysaccharides encore 
présents dans l'extrait restent figés dans les puits (haut du gel) du fait de leur taille importante. 
L'ADN extrait du surnageant de centrifugation plus propre présente quant à lui plus de 
produits de dégradation des acides nucléiques, ainsi que des ARN. Ces molécules étant de 
petites taille, elles migrent beaucoup plus loin que l'ADN génomique (bas du gel). 
L'ADN extrait présente encore des impuretés malgré les différentes étapes de purification mises 
en oeuvre. Ces impuretés comme le précise Wilson et al. (1997) peuvent inhiber la réaction de 
PCR. Aussi, des essais de purification de l'ADN ont été réalisés avec le kit "QI Aquick PCR 
Purification" de la société QIAgen. La micro-colonne utilisée dans ce kit permet de purifier 
parfaitement l'ADN. Toutefois après électrophorèse, l' intensité de la bande représentative de 
l'ADN génomique est considérablement diminuée. L'étape de purification réduit donc 
considérablement le rendement d'extraction et ajoute un surcoût non négligeable. Aussi, des 
PCR sans étape de purification ont été analysés. Les électrophorégrammes des produits 
d'amplification obtenus avec les amorces 338r et 518r sont analysés par électrophorèse en gel 
d'agarose à 2,5% (figure 6). 
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1. Marqueur de poids moléculaire 12Kb 
2.} Extrait d'ADN de 
3. Pseudomonas aeruginosa 
6. Extrait d'ADN d'Entérobactéries 
4. Produit d'extraction à partir de surnageant 
5. Produit d'extraction à partir du culot 
Bande d'ADN située entre 298pb et 
220pb 
Amorces non entrées en PCR 
Figure 6 : Gel de vérification de l'amplification de la région V3 de l'ADN 16S bactérien 
L'ADN de cultures de bactéries pures a servi de témoin d'amplification. Limitée par les 
amorces 338f-518r, la séquence d'intérêt possède une taille de 236pb. Les bandes observées sur 
gel d'agarose sont situées entre les références 298pb et 220pb du marqueur de poids 
moléculaire. La PCR semble bien avoir amplifié la région désirée. Les amplicons des extraits 
de poisson présentent deux bandes au lieu d'une seule théorique. Ceci s'explique par une 
quantité trop faible d'ADN bactérien à amplifier par rapport à la quantité d'amorces ajoutées 
dans le mélange réactionnel. La seconde bande, la plus basse est donc constituée d'amorces 
inutilisées lors de la PCR. Les échantillons des ADN isolés de cultures pures de bactéries 
étaient plus concentrés, au sein du mélange, les proportions entre les amorces et les ADN cibles 
sont ainsi respectées. Une seule bande est observée. 
Afin de tester la qualité des ADN extraits et sa capacité à être amplifié, des PCR ont été 
réalises à partir de deux couples d'amorces de micro satellites spécifiques du Tilapia (Bezault, 
Cirad-Emvt). Un produit d'amplification à la taille attendue a été obtenu pour chacun des 
couples d'amorces. 
La technique d'extraction d'ADN total adaptée pour l'occasion permet d'obtenir de l' ADN en 
quantité et en qualité suffisantes pour réussir une amplification par PCR. Les expériences de 
PCR montrent que l'ADN peut être amplifié et cela quelques soient les amorces spécifiques du 
poisson ou des bactéries. 
Pour la DGGE, le gradient dénaturant choisi pour les premiers essais est compris entre 30% et 
60% (figure 7), le plus souvent utilisé pour l'analyse d'échantillons environnementaux ou 
alimentaires (Ampe et al. , 1999). 
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Dépôt : lOµL de produits d'amplification 
Amplicons d'ADN extrait du culot de 
centrifugation 
Amplicons d'ADN extrait du surnageant 
de centrifugation 
7 Amplicons d'ADN de Pseudomonas aeruginosa 
Figure 7 : Profil DOGE de la flore commensale de branchies et d'intestins de Tilapia 
L'aspect de l'électrophorégramme obtenu détermine l'empreinte génétique d'une partie de la 
flore microbienne commensale du poisson. La première observation est que les ADN extraits à 
partir du culot et à partir du surnageant donnent des électrophorégrammes relativement 
proches. Entre les échantillons 1 -2 et 5-6 seules deux bandes les différencient, tandis que les 
profils 1-2 sont identiques au profil 3. Dans le cas de la culture pure de bactérie comme attendu 
, une seule bande de forte intensité est observée. 
Mais la simplicité du profil obtenu par rapport aux profils attendus traduisant la complexité de 
la microflore intestinale, laisse penser qu'une optimisation de la méthode est nécessaire. Deux 
hypothèses expliqueraient cette différence. D'une part un possible manque de sensibilité de la 
DOGE pour différencier les amplicons produits, et d'autre part une possible compétition entre 
les différents génomes microbien extraits lors de la PCR. 
8.8 Etudes des limites de la méthode 
La matrice étudiée est complexe, et de nombreuses difficultés de mise au point sont apparus. Il 
nous a donc paru judicieux de travailler sur des mélanges de populations bactériennes bien 
caractérisés. Dans ces conditions les résultats attendus pour chaque analyse sont prévisibles et 
peuvent être comparés aux résultats expérimentaux sans gâcher trop de matériel « poisson » 
lors des différentes étapes d'optimisation de la méthode. 
Afin de s'assurer de la similarité des caractéristiques des gels obtenus, des témoins sont 
introduits dans chaque gel de DOGE. Ces témoins sont les produits de la PCR de deux souches 
de bactéries isolées de tilapia : un bacille Gram (-) identifié comme étant une souche de 
Pseudomonas aeruginosa (Réf. H9), et un bacille Gram(+) identifié comme étant une souche 
de Bacillus ssp. (Réf. Dl). 
Le choix de souches appartenant à deux groupes bactériens bien distincts au regard de la 
composition de la paroi bactérienne et de leur GC% devrait nous renseigner quand à l'efficacité 
des protocoles d'extraction de l'ADN et de la PCR. Une souche de bactérie lactique connue: 
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Lactobacillus plantarum A6, isolée de manioc fermenté (écosystème différent du poisson) en 
Colombie est ajoutée aux deux témoins précédemment cités pour servir de contrôle total. 
Certains auteurs ont montré que le seuil de détection de la PCR·DGGE était relativement élevé 
puisque les bandes étaient visibles en DGGE pour des espèces bactériennes présentes jusqu'à à 
seuil minimal de 104 UFC/mL (Dewettinck et al., 2001 ; Ogier et al., 2002; Fasoli et al., 
2002; Temmerman et al., 2003). Une bactérie dont la population est inférieure à cette valeur 
ne donnera pas de bande dans une gel de DGGE. Si cette souche bactérienne fait est un 
marqueur discriminant de l'origine géographique, la détermination de l'origine sera altérée. 
Il est également possible lors de la PCR que l'ADN d'une souche bactérienne dont la population 
est supérieure à 104 UFC/mL entre en compétition avec celui d'une ou d'autres souches plus 
nombreuses. Dans ces conditions, les produits d'amplification correspondants à cette souche 
seront synthétisés en très faible quantité avec le risque de ne pas être visualisés lors de la 
DGGE. 
Détermination du seuil de sensibilité 
Des gammes de concentration d'ADN génomique de chaque souche de bactérie ont été 
préparées, elles s'échelonnent entre 1 et 106 copies de génomes/µL. Après amplification, les 
ADN sont analysés par DGGE. Les résultats de cette analyse sont présentés dans la figure 8. 
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Migration 200V pendant 180min 
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Figure 8 : Profil DGGE d'une gamme de dilution de Lactobacillus plantarum A6 
L'intensité des bandes observées diminue proportionnellement avec le nombre de copies de 
génome présent dans la réaction PCR. Le seuil de détection avoisine 102 copies de génome/µL 
soit 105 copies de génome/mL. De ce fait, si une espèce microbienne est présente en 
concentration inférieure à cette limite, elle ne sera pas révélée en DGGE. Ces résultats 
confirment bien les travaux présentés dans la littérature (Ercolini et al., 2003b), car en partant 
du principe qu'une UFC correspond à environ une copie de génome, le seuil de détection de 
Lactobacillus plantarum A6 est bien situé entre 104 et 108 UFC/mL. Un microorganisme 
discriminant de l'origine géographique ne pourra pas être décelé s'il est présent sous ce seuil. 
Cette limite est relativement élevée. En effet, l'arrêté ministériel du 21 décembre 1979, 
préconise pour les filets de poisson destinés à la consommation que la flore totale aérobie 
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mésophiles (incubation à 30°C) ne dépasse pas 105 UFC/g. Il est donc indispensable 
d'augmenter la sensibilité de notre méthode d'analyse. 
Etude des compétitions entre bactéries pendant les étapes d'amplification 
Les mélanges synthétiques des ADN de 3 souches pures (Tableau 6) ont été amplifiés afin 
d'étudier la compétition entre les ADN présents lors de la PCR. Leurs résultats sont donnés 
dans les figures 9 et 10. 
Mélange Lactohacillus plantal'um Pseudomonas aeruginosa 
(Log de copies de génome/ µL) (Log de copies de génome/ µL) 
4 6 4 4 
5 4 6 4 
6 4 4 6 
10 6 5 5 
11 5 6 5 
12 5 5 6 
16 5 4 4 
17 4 5 4 
18 4 4 5 
22 6 5 4 
23 6 4 5 
24 5 6 4 
28 6 
29 6 
30 6 
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Tableau 6 : Composition des mélanges amplifiés soit les proportions d'ADN introduit pour 
chacun des mélanges, exprimés en Log de copies de génomes/µL 
Migration 200V pendant l 80min Dépôt : l OµL de produits d'amplification 
30 
Figure 9 : Profil DGGE des mélanges synthétiques 1-15 
Figure 10: Profil DGGE des mélanges synthétiques 16-27 
ADN extrait de Lactobaci/lus 
plantarum A6 (28) 
ADN extrait de Pseudomonas 
aeruginosa (29) 
ADN extrait de Bacillus ssp. 
(30) 
ADN extrait de Lactobacillus 
plantarum A 6 (28) 
ADN extrait de Pseudomonas 
aeruginosa (29) 
ADN extrait de Bacillus ssp. 
(30) 
Des essais préliminaires ont permis d'optimiser le gradient obtenant ainsi une séparation des 
bandes sur une plus grande distance. Un gradient 20 - 50% a été préféré au gradient 30 - 60%. 
Les échantillons 28, 29 et 30 correspondent à des dépôts de produits d'amplification de culture 
de bactéries pures, permettant d'identifier clairement chacune des bactéries pour les 27 
mélanges étudiés. 
Les figures 9 et 10 permettent de remarquer que lorsque l'ADN d'une bactérie est majoritaire, 
elle s'amplifie plus fortement que les autres, ceci est bien en rapport avec les travaux de 
Muyzer et al. (1993). Une différence d'au moins un Log décimal entre deux populations 
bactériennes entraîne l'absence de détection pour la souche minoritaire. Cela est vérifié dans le 
cas des mélanges 10, 11et12, ainsi que dans les cas des ménages 16, 17 et 18 (Tableau 6), les 
bactéries ont été mélangées de façon à ce que la différence entre les concentrations soit d'une 
puissance de dix. Les dilutions choisies pour cette étude sont situées au dessus du seuil de 
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détection. Nous devrions donc observez 3 bandes pour les mélange énumérés. Or pour chaque 
cas, seule la bande représentative de la bactérie majoritaire est révélée. 
Si dans un mélange une souche de bactérie présente une population supérieure au seuil de 
détection, mais que cette dernière représente moins de l 0% de la population totale, alors cette 
bactérie ne sera pas détectée. 
Pour une même concentration microbienne, l'efficacité d'amplification est différente d'une 
souche à l'autre. En effet, Lactobacillus plantarum A6 est mieux amplifié et donc mieux repéré 
en DGGE que les 2 autres bactéries considérées. Ceci s'explique par le fait, que les amorces 
utilisées pour la PCR ont été définies pour des bactéries lactiques (Ampe et al., 1999) offrant 
peut être une spécificité d'hybridation plus grande. 
8.9 Optimisation de la méthode par PCR gigogne ou "Nested" PCR 
Ces premiers résultats montrent que les marqueurs discriminants de l'origine géographique 
seront probablement difficiles à observer si ils sont présents en trop grand nombre et avec des 
niveaux de populations très différents. En augmentant le nombre initial de séquences d'intérêt, 
la sensibilité de la PCR-DGGE pourrait être améliorée. 
Boon et al. (2002) ont travaillé sur les communautés bactériennes des eaux de rejet. La grande 
diversité de souches bactériennes au sein des populations étudiées, les a conduits à utiliser le 
principe de la PCR gigogne ou 11nested11 PCR. 
5' 
3' 
5' 
3' 
GC 352f 
GC 357f 
Figure 11 : Schéma de principe de la PCR gigogne 
539r 
<1 ------; 
Dans notre cas, la complexité de la flore commensale des poissons nous obligerait lors de la 
première PCR, à utiliser un nombre important d'amorces spécifiques. Nous utiliserons donc des 
couples d'amorces universelles aux bactéries, et différents entre les deux PCR (figure 11). La 
première PCR permet d'augmenter le nombre initial de chaque séquence, la seconde permet en 
choisissant un couple d'amorces interne, de limiter le bruit de fond lié à des produits 
d'amplification intermédiaires et non-spécifiques. 
Afin de tester l'amélioration de la sensibilité de la PCR-DGGE, les essais ont porté sur la 
gamme de dilution d'ADN de Lactobacillus plantarum A6. Les dilutions, allant de 1 à 106 
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3' 
5' 
3' 
5' 
copies de génome/µL, ont été amplifiées par PCR ou par PCR gigogne, puis les produits 
d'amplification ont été déposés sur gel d'acrylamide en gradient dénaturant pour la DGGE. 
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Figure 12 : Essais comparatifs de la PCR et de la "nested PCR" sur une gamme d'ADN de 
Lactobacillus plantarum A6 
Un lien direct entre l'intensité de la bande du gel après DGGE et la concentration de la solution 
d' ADN bactérien utilisé dans la PCR est logiquement observé. 
Dans le cas de la PCR gigogne, un signal en DGGE est observé jusqu'à un seuil beaucoup plus 
bas que dans le cas d'une PCR classique (figure 12). A 1 copie de génome/µL soit 103 copies 
de génome/mL, un signal est encore observé. La sensibilité de la méthode a donc été 
considérablement améliorée. 
Mais comme le précisent Boon et al. (2003), l'évaluation de la PCR gigogne doit être réalisée 
avec précaution. En effet, deux PCR successives peuvent provoquer des amplifications 
préférentielles. Ainsi, l'intensité des bandes DGGE n'est pas suffisamment représentative de 
l'abondance réelle des espèces. Toutefois compte tenu des résultats obtenus sur la diminution 
du seuil de sensibilité, il est intéressant de faire des essais sur la matrice "poisson". 
Essais de la "nested" PCR sur la flore commensale de poisson 
En parallèle de ces travaux, des études de mesure de la pérennité de la microflore du poisson 
ont été effectuées lors de traitements de conservation. Ainsi des filets de Tilapia marinés dans 
de l'acide acétique à 6% pendant la même durée ( 4h) ont été mis à notre disposition. L'ADN est 
extrait sans étape de purification, les acides nucléiques recueillis sont amplifiés selon le 
principe de la PCR gigogne. Les produits d'amplification obtenus sont alors déposés sur gel 
DGGE. Etant donnée la faible intensité des bandes obtenues lors des manipulations 
préliminaires (figure 13), 25µL de la solution d'amplicons ont été déposés dans les puits. 
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Migration 200V pendant 180min Dépôt : 25µL de produits d'amplification 
Figure 11: Profil DGGE de la microflore de filets de Tilapias marinés 
Les puits 12 et 13 (Figure 13) correspondent à des dépôts d' ADN de cultures pures de souches 
témoins, Pseudomonas aeroginosa (12), et Lactobacillus plantarum A6 (13). Les puits 1 à 11 
représentent les essais de filets marinés recontaminés par Edwardsiella tarda, bactérie 
communément trouvée sur les poissons. 
Les profils des bactéries pures présentent une bande majoritaire de forte intensité, l'existence de 
petites bandes annexes est à noter qui peuvent être assimilées à des artéfacts (Janse et al., 
2004). 
Concernant les produits extraits directement à partir du poisson, les profils sont beaucoup plus 
complexes : une bande (a) majoritaire est présente dans tous les échantillons. Etant donnée son 
intensité, tout laisse à penser que ce spot correspond à la souche inoculée Edwardsiella tarda. 
Toutefois, cette bande peut avoir d'autre origine comme la contamination par une autre espèce, 
il nous faut donc déposer dans un puits de l'ADN extrait d'une culture pure de la souche de 
référence Edwardsiella tarda, afin de constituer un témoin de migration. De même les bandes 
(b) et (c) sont présentes dans toutes pistes des répétitions. Des variations dans le profil 
apparaissent pour les bandes (d) et (e) présentent ou non selon l'échantillon, mais aussi dans les 
groupes (:t) et (g). Ces variations peuvent être dues soit à une variation de composition 
microbienne entre les filets, soit dues à la présence d'ADN résiduel de bactéries mortes ou non 
cultivables. 
Une acquisition numérique de ces gels permettrait d'obtenir des profils numérisés en fonction de 
la distance entre les bandes (essai et souches témoin) mais aussi de leur intensité. Afin de 
s'assurer de la reproductibilité de la méthode d'analyse, une étude statistique est nécessaire. Des 
répétitions de l'analyse présentée ci-dessus ont donné des résultats identiques qui permettent de 
confirmer l'amélioration de la sensibilité avec la PCR gigogne. 
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8.10 Mise au point de l'analyse d'image 
8.10.1 Acquisition numérique du gel 
L'appareil photo numérique utilisé est un appareil Sony DSC-P73 à 4 Millions de Pixels 
(Figure 14). Les prises de vue sont standardisées : Mode manuel, Mesure multipoint, Balance 
des blancs automatique, Sensibilité 100 ISO, Qualité fine, Saturation élevée, contraste élevé, 
Netteté élevée, Exposition d'ls. , Sans flash, Dans la boite noire, Autofocus, Focale de 5.6, 
Mise au point à 50cm, Appareil sur pied à 50cm, Retardateur. 
Figure 14 : Modèle de l'appareil photo numérique utilisé (Source : www.monsieurprix.com) 
8.10.2 Traitement de l'image 
Le choix des logiciels a été influencé par le contexte de travail : une analyse à coût réduit 
exportable. En fait nous ne disposions pas du budget nécessaire à l'investissement dans un 
logiciel de traitement d'image. Ainsi dans la mesure du possible, les logiciels manquants ont été 
téléchargés gratuitement sur Internet (logiciels sans licence). L'analyse d'image a été réalisée 
en 3 étapes (figure 15). 
(1) ---------------, 
101011101 1 1 
(2) 1 1 01100001C 
1 
1 
000110110 1 1 
1 
001011101 1 1 
,_ ----- - --- ---- - -
1 
Figure 15 : Explication schématique des étapes du traitement 
(1) Extraction des informations contenues dans l'image= Paintshop pro® ou Visilog® 
-+ Amélioration de la lecture du gel (traitement primaire) ; 
(2) Transformation de l'image en données chifl.Tées =Image J®, Excel® 
-+Extraction des informations en données chifl.Tées (traitement secondaire); 
(3) Analyses Statistiques= Darwin® 
(3) 
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Analyse 
8.10.3 Analyses statistiques 
Le logiciel utilisé est Darwin 4.0®. C'est un logiciel créé au CIRAD et qui, à partir de données 
chiffrées, étudie les dissimilarités et calcule un arbre de correspondance entre les échantillons. 
Darwin® demande des fichiers avec l'extension *.var (Figure 16). Il suffit donc de rajouter 
l'extension aux fichiers texte ou Excel®. Une variable est une position dans le gel. Le langage 
binaire signifie que pour une position dans le gel, soit il y a une bande (1) soit il n'y en a pas 
(0). 
@DARwin 4.0 - V AR 
12 9 
individu varl var2 var3 var4 vars var6 var7 var8 var9 
1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 
2 0 0 1 1 0 1 1 1 0 
3 0 0 1 1 0 1 1 1 0 
4 0 0 1 1 0 1 1 1 0 
5 0 0 1 1 0 1 1 1 0 
6 0 0 1 0 0 1 1 1 0 
7 0 0 1 1 0 1 1 1 1 
8 0 1 1 1 1 0 0 0 1 
9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
10 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
11 1 0 1 1 1 0 0 0 0 
12 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
Figure 16 : Exemple de fichier de variables Exce'f® compatible Darwin® 
8.10.4 Amélioration de la lecture du gel (traitement primaire) 
Cette étape vise à extraire les informations contenues dans l'image. Le logiciel largement utilisé 
est Adobe Paintshop Pro® mais nous avons également travaillé sur la mise au point d'un autre 
logiciel pendant plusieurs semaines. C'est un logiciel de traitement d'image sous licence que 
possède le CIRAD, Visilog® de Noesis. 
Par Adobe Paintshop Pro®' L'amélioration de la lecture du gel se fait en 3 étapes. L'image a 
été préalablement retournée et recadrée si besoin avec les outils de base du logiciel. 
- Amplification du rouge : 
Figure 17 : Amplification du rouge sous Adobe Paintshop Pro® 
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La photo du gel est prise sous UV en présence de 
BET. Les bandes d'ADN sont colorées en orangé. 
L'amplification du rouge permet de faire ressortir 
la coloration (Figure 17). 
- Séparation des couches qui composent la photo : 
Figure 18: Séparation des couches Teinte, Saturation, Luminosité sous Adobe Paintshop Pro 
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Ce traitement sépare les 3 composantes qui 
composent la photo. Seule la composante « teinte » 
est conservée car après amplification du rouge, 
c'est elle qui contient l' information des pistes. Cela 
a pour effet de diminuer très nettement le bruit de 
fond créé par les néons de la table UV (Figure 18). 
- Conversion de l'image en négatif et le réglage du contraste et de la 
luminosité : 
Figure 19 : Ajustement du contraste et de la luminosité 
Ces deux traitements permettent d'avoir 
une meilleure lisibilité de l'ensemble des 
informations contenues dans chaque piste. 
Figure 19 : Image en négatif 
Par Visilog®: Ce logiciel est plus puissant de part ses possibilités mais pour l'usage qui est 
nécessaire ici, il n'est pas d'une grande utilité. Nous avons passé beaucoup de temps à l'étudier 
pour en arriver à la conclusion qu'il offrait des possibilités intéressantes comme les traitements 
arithmétiques sur les composantes mais que finalement, le traitement obtenu était comparable à 
celui obtenu avec Paintshop Pro®. 
8.10.5 Extraction des informations sous forme de données chiffrées (traitement 
secondaire) 
Pour qu'un résultat donné soit valable, il faut l'exprimer avec un certain niveau de confiance. 
Cela implique l'utilisation d'outils statistiques. Pour cela il est nécessaire d'avoir comme 
résultats des données chiffrées. Il est donc nécessaire de décoder les informations du gel en 
chiffres. Le projet ne s'intéresse pas à l'intensité des bandes mais à leur position dans le gel. Il 
est possible de travailler avec les bandes uniquement (pistes totalement filtrées) ou avec les 
pistes légèrement filtrées . 
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Filtration complète 
C'est une méthode d'analyse qui ne s'intéresse qu'aux bandes et a pour but de supprimer 
totalement le bruit de fond : smirs, néons ... Les smirs sont des traînées laissées sur le gel par 
des protéines ou autres composés provenant d'une purification incomplète del' ADN. 
-.... 
- Suwression du bruit de fond : 
. } .": -:. . 
- .... -i · . 
~;;--=-~-
. --..:_-. ~'- -
. .. ., ;r . 
-_.;. '.~1·~---
- Analyse particulaire : 
Figure 21 : Analyse particulaire 
--.-- .,.- -
.... .. .. :!' 
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- Tracé du profil piste par piste: 
Figure 22 : Tracé du profil 
Ce traitement élimine presque totalement le 
bruit de fond et laisse distinctement 
apparaître les bandes d'une certaine intensité 
(Figure 20). 
Ce traitement élimine la majorité du bruit de fond 
résiduel et détecte les bandes sur l'image (Figure 
21). 
Paramètres optimums : 
Minimum size = 59 
Maximum size = 10000 
Show=Masks 
Cette étape est réalisée pour chaque piste à tracer (Figure 22). Le logiciel donne les intensités 
relatives des bandes en niveaux de gris (Y) en fonction de leur position (X). Le référentiel réel 
est une règle graduée posée à côté du gel lors de la prise du cliché. On ne tient pas compte de la 
ligne de base mais de la position des bandes. 
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Filtration partielle 
Ce traitement minimise la perte d'informations par un traitement moins drastique des pistes. Il 
permet de tracer de véritables profils qui ressemblent à des chromatogrammes. Il faut toutefois 
appliquer un filtre(« background correction») pour rapprocher la ligne de base à des valeurs 
faibles (Figure 23). 
1 1' 2 2' 3 3' 4 4' 5 5' 6 6' 7 7'----------------
Plugin « background correction » automatique 
correction 
Graphique obtenu sur lignes 5 et 5' avec 
Figure 23 : Pro.fils de pistes DGGE avec échantillons de même origine, deux à deux 
Tous ces résultats sont exportables sous Excel® ou dans n'importe quel logiciel compatible. 
Car la plupart des logiciels d'analyses statistiques demandent des fichiers Excel® ou texte. 
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8.10.6 Résultats obtenus avec l'analyse d'image 
Etude des profils DGGE de poissons d'aquaculture d'origine différente 
Cette étude pennet de tester la relation entre la composition bactérienne du poisson et la 
détermination de son origine géographique. 
Résultats 
Figu.re 24 : Pro.fil DGGE de poissons de différentes origines (Bars de France) et arbre de corrélation 
Bara du Soleil 
T 
Bar Aquunord (Sète) 
. 
1 Vivier du Gois 
1 Bars du Soleil 
( Darwin ' 4.0) 
T 
l 1Aquanord1 
T 
l 
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Interprétations 
On peut observer un profil par région géographique. On retrouve le même profil à chaque fois, 
l'analyse est donc répétable. Il existe des bandes conununes pour des régions proches. Enfin les 
groupes sont bien différenciés et reconnus comme statistiquement différents (Figure 24). Il y a 
bien une relation entre composition bactérienne du poisson et environnement dans lequel celui-
ci évolue. 
Etude de la répétabilité pour un échantillon et pour un manipulateur donné 
Des échantillons de la même origine ont été déposés plusieurs fois pour tester la constance 
d'un profil sur un échantillon et voir s'il existe une variation liée au manipulateur. 
Résultats 
Figure 25 : Pro.fil DGGE de Bars de Palavas et arbre de corrélation 
(Autre manipulateur : Bars 5 et 10 - Pistes 7 et 12 -) 
( Darwin" 4.0) 
.---------------10 
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Interprétations 
Les deux aquariums possèdent des circuits d'eau très différents. L'aquarium ASC possède un 
circuit fermé ; l'eau de mer de l'aquarium est filtrée en continu. L'aquarium Cl possède un 
circuit ouvert ; l'eau est pompée dans la mer et donc renouvelée en permanence. 
L'environnement est donc différent entre des poissons d'aquaculture et des poissons péchés en 
mer (Figure 25). 
Pour l'aquarium ASC on retrouve les mêmes profils quel que soit la piste et le manipulateur ; Il 
y a donc une constance évidente du profils de l'échantillon quel que soit le manipulateur. Il y a 
donc un profil pour une origine. Les poissons d'ASC appartiennent statistiquement au même 
groupe. Cela s'explique par le fait que les poissons, bien qu'ayant un environnement différent, 
ont une origine commune qui est Palavas. Des bactéries se conservent dans les deux 
environnements et des bandes communes peuvent être observées. Par contre, pour l'aquarium 
C 1 ouvert sur la mer, les variations observées entre les poissons préfigurent que la technique ne 
sera pas applicable en l'état aux poissons de mer mais seulement aux poissons d'aquaculture. 
Etude de poissons de même origine mais d'aquariums différents 
Cette étude se rapproche de l'étude précédente ; C'est un autre essai visant à étudier deux 
populations de poissons élevés au CEMAGREF dans deux aquariums différents, cette fois sur 
des Tilapias. Les aquariums ont un système d'alimentation en eau commun mais possèdent un 
système de filtration indépendant supplémentaire. 
Résultats 
Figure 26 : Pro.fil DGGE de Tilapias du CEMAGREF et arbre de corrélation 
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Les pistes 1, 2 et 11 sont mises à part car elles ne sont pas représentatives des échantillons 
(pistes vides dues certainement à un problème d'extraction ou de quantité de dépôt). Les 
poissons des aquariums G2 et ES ont des profils statistiquement différents (Figure 26). Entre 
les deux aquariums, on amplifie toutefois à peu près les mêmes bactéries ce qui rend les 
groupes assez proches, bien qu'ils soient différents. Quelques bandes sont spécifiques à un 
aquarium en particulier et différencient les deux groupes. On retrouve rarement les bactéries 
dans les mêmes proportions sur les deux poissons. Mais cet élément est sous réserve de 
standardisation de la quantité d' ADN déposée (en cours). 
Les aquariums du CEMAGREF communiquent entre eux. La même eau circule donc mais les 
différences s'expliquent certainement par le fait que les bactéries ne s'installent pas de la même 
manière dans l'aquarium qui possède son propre filtre. De plus, les poissons n'appartiennent 
pas exactement à la même espèce; peut~tre que les populations de bactéries ne s'installent pas 
de la même manière sur les deux poissons. Enfin, la densité de poissons est plus élevée dans 
l'aquarium G2 ; l'effet de stress peut modifier la composition en bactéries de ces poissons. 
9. Effet des traitements technologiques sur les marqueurs biologiques: Effet du froid sur 
les marqueurs 
Responsable : Thierry Goli, ont participé Daniel Dijoux, Marie-Christine Lahon, 1. Mobèche 
(Dea UM Il), Marion Minvielle (Isa Lille), Nguyen Than Tri (DEA UM Il). 
Les marqueurs recherchés dans le cadre des autres volets du projet sont des germes vivants ou 
des marqueurs protéiques ou nucléiques capables de révéler l'origine d'un échantillon de 
poisson. Toutefois, en vue de leur commercialisation, les poissons sont susceptibles de subir 
des traitements technologiques: antimicrobiens, traitements physiques -chaleur, froid - en vue 
de faciliter leur conservation ou de répondre à des marchés différents du frais (produits fumés, 
marinés, etc ... ). Ainsi, il est important de savoir dans quelle mesure les marqueurs identifiés 
dans le cadre de cette A TP conserveront leur validité pour des produits ayant subi une 
transformation plus ou moins poussée. 
Les marqueurs potentiels étant en cours d'identification, nous avons mis en place une démarche 
modèle, qui consiste à suivre des germes choisis arbitrairement au cours d'un itinéraire 
technologique : 
• La matière première est le tilapia espèces Oreochromis niloticus, Sarotherodon 
melanotheron et leur hybride prélevé dans les serres du Cirad de Montpellier. Cet 
approvisionnement est stable en qualité, et c'est le seul moyen de disposer d'un poisson 
non congelé disponible à souhait. 
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• L'inoculation des échantillons à traiter est réalisée pour certains traitements, par une 
suspension pure de germes isolés de clones prélevés sur des isolement sur milieu XLD à 
partir de filets frais. 
• En cas de non inoculation, les autres germes suivis sont des colonies reconnaissables 
facilement à l'œil nu sur milieu XLD, qu'il est possible de dénombrer. 
• Les traitements technologiques (salage, fumage, congélation/décongélation, marinage, 
cuisson sous film, appertisation) sont appliqués, après une inoculation éventuelle. Des 
échantillons de poisson frais, de poisson frais inoculé, de poissons traités sont congelés 
en azote liquide puis stockés à -80°C en attente d'analyses (protéines et ADN pour la 
reconnaissance de l'espèce/souche de poisson, ADN/ARN pour les germes). 
Immédiatement après le traitement, les analyses microbiologiques traditionnelles sont 
réalisées (dénombrement des colonies caractéristiques -jaunes et roses- sur XLD). 
Résultats 
1. Caractérisation du filet frais 
Dans un premier temps, une identification exhaustive des germes présents a été réalisée après 
enrichissement et culture sur milieux variés: PCA, Mc. Conkey, TCBS et XLD. 363 clones 
ont été isolés. Sur milieux TCBS et XLD, 68 souches, appartenant à 15 espèces ont été 
identifiées. Ces souches ont été également identifiées sur poissons originaires d'Asie, ce qui 
montre les limites de la différenciation des poissons par l'identification des souches 
microbiennes par tests biochimiques. Le ribotypage devrait permettre d'aller plus loin dans 
l'étude de la biodiversité des souches pour relier les flores microbiennes à l'origine 
géographique des échantillons. 
2. Effet des traitements sur la flore vivante 
Dans ce cadre, 640 échantillons ont été stockés pour analyses ultérieures (Biotrop, Ifremer). 
Certains traitements sont intéressants en ce sens qu'on ne retrouve pas les germes suivis sous 
forme cultivable après le traitement : appertisation, cuisson. Dans ces cas là les méthodes 
biomoléculaires pourront être utiles si on est capable d'extraire, d'amplifier et de reconnaître 
l'ADN ou l'ARN (Biotrop). Il en de même pour les protéines pour la reconnaissance du poisson 
(Ifremer). 
Il semble (voir travaux J.F. Baroiller/ H. D'Cotta) que l'ADN des cellules animales du poisson, 
quelque soit le traitement ne soit pas trop dégradé et que l'identification de la souche de poisson 
soit possible. La recherche des traces de germes bactériens sera réalisée par DGGE dès que 
cette technique sera maîtrisée par l'équipe 
Effet du froid sur les marqueurs 
Ce volet porte sur l'étude de la pérennité des marqueurs biologiques que sont la flore cultivable 
et l'ADN de bactéries, aux traitements technologiques. Le choix s'est porté sur la congélation, 
qui est le « traitement » le plus employé en vue de l'exportation des poissons. Les marqueurs 
étant en cours d'identification dans d'autres volets du projet, nous considérons l'approche 
comme modèle. 
Nous avons travaillé sur des filets avec peau, forme de présentation courante à l'exportation et 
reflétant une flore variée (toutes parties du poisson, manipulateur et surfaces de travail). En 
effet, l' important est d'avoir une estimation de la charge de certains germes avant et après 
congélation. Il est juste important que ces germes soient présents avant le traitement, et qu'ils 
subissent le traitement avec le poisson. Nous nous sommes intéressés à l'effet des conditions 
d'entreposage en froid négatif sur une flore marqueur du filet de tilapia, en vue de l'évaluation 
des potentialités des techniques de PCR-DGGE pour retrouver la trace d'un germe qui n'est 
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plus identifiable par les techniques microbiologiques classiques. Dans un premier temps, 
l'objectif a été d'identifier un nombre réduit d'espèces bactériennes présentes systématiquement 
sur des filets de poisson frais. Ces souches seront les marqueurs de l'étude. Ensuite il a fallu 
appliquer des modalités d'entreposage du poisson au froid, et suivre l'évolution et la présence 
des populations des souches marqueurs. 
Les conditions d'entreposage au froid négatif testées sont les suivantes : 
• Lot 1 : Stockage à-20°C fixe (suivi sur 6 mois) 
• Lot 2 : Stockage avec les fluctuations entre -5°C et-20°C (suivi sur 6 mois) 
• Lot 3 : Stockage avec des cycles congélation/décongélation répétés (1à6 cycles) 
La vitesse de congélation appliquée est faible dans les 3 cas (statique en chambre à -20°C). 
Des échantillons ont été prélevés en vue d'une analyse par PCR-DGGE, en utilisant comme 
référence del' ADN extrait de cultures pures des bactéries utilisées comme marqueur. 
Données bibliographiques : La sensibilité des bactéries au froid varie selon la coloration de 
Gram et l'espèce considérée. La température la plus basse connue pour la croissance de 
bactéries est -20°C, relevée pour les espèces du genre Bacterium. Il est toutefois reconnu que 
la limite la plus basse de température pour l'activité des bactéries les plus résistantes dans les 
aliments est de -5°C à -8°C. 
Etude préalable, identification des colonies caractéristiques sur XLD 
Le milieu XLD s'est avéré bien adapté car on a observé sur ce milieu un nombre limité de 
colonies d'aspect caractéristique, ce qui a permis de réaliser un dénombrement aisé d'espèces 
différentes sans avoir recours à des identifications biochimiques complètes. Compte tenu de la 
sélectivité du milieu XLD, de la faible population microbienne présente sur les filets, il a fallu 
réaliser une incubation préalable (enrichissement) de 24 heures à 20°C des filets afin 
d'observer une croissance systématique de 3 types de colonies. L'identification biochimique des 
3 espèces majeures sur galerie API 20 E a donné : 
• Colonies blanches : Enterobacter cloacae. 
• Colonies roses transparentes: Pasteurella spp. 
• Colonies à centre noir: Edwardsiella tarda. 
Nos résultats n'ont pas permis de dégager des tendances générales sur la résistance à la 
congélation des bactéries entériques développées, sur des filets de tilapia après 24 heures 
d'incubation à température ambiante. 
• Parmi les trois germes étudiés, il semble que (i) les souches d'Edwardsiella tarda 
soient plus difficilement cultivables sur XLD, (ii) soit leur présence sur les filets est 
épisodique, (iii) soit le milieu XLD est trop sélectif. Ces souches semblent les plus 
fragiles au froid négatif des 3 espèces étudiées. Ces souches sont intéressantes pour 
évaluer les potentialités d'utilisation des techniques bio-moléculaires pour montrer la 
présence de ces bactéries malgré leurs destruction ou leur incapacité a donner des 
colonies viables sur ce milieu. 
• Les souches d'Enterobacter cloacae et Pasteurella spp. ont été observées pour toutes 
les durées les plus longues et semblent peu affectées par la congélation. 
• Parmi les procédés de stockage étudiés, celui qui semble avoir un effet létal sur les 
bactéries cultivables sur milieu XLD est le stockage à température fluctuante (-5 à -
20°C). Aucune colonie des souches précitées n'est détectée à partir des échantillons sur 
le milieu XLD après deux mois dans de telles conditions. 
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Il convient d'être prudent car nos travaux ne dégagent que des tendances du fait du grand 
nombre de facteurs qui interviennent sur la réponse: temps d'attente avant analyse, 
contamination par le manipulateur, vitesse de congélation difficile à maîtriser, intervalle de 
confiance des dénombrements sur milieu sélectif, variabilité de la matière première, état de 
stress variable de la flore, colonies d'aspect identique qui peuvent correspondre à plusieurs 
genres ou espèces, etc ... Toutefois, l'objectif n'est pas d'étudier la survie des bactéries au 
froid, mais de voir si on retrouve des traces d'ADN bactérien identifiable par PCR-DGGE, ce 
qui serait particulièrement intéressant dans le cas où les bactéries ne seraient plus revivifiables 
après un traitement, ou bien comme technique de remplacement, plus rapide que la culture et 
l'identification microbienne. Les échantillons sont stockés en froid négatif en attente de 
l'optimisation du protocole de la PCR-DGGE et des méthodes de valorisation des résultats 
obtenus. L'ADN a été extrait, et l'amplification a été réalisée. Des extraits d'ADN des 3 
souches pures ont également été préparés. Ils sont en cours d'analyse par DGGE. 
76 
3ème partie : Conclusions 
Suite aux différentes crises alimentaires, les consommateurs sont de plus en plus regardant sur 
la qualité, l'innocuité et l'origine des produits. Pour répondre à ces attentes, la traçabilité est un 
outil efficace. Mais actuellement, la traçabilité est essentiellement documentaire, et il n'y a pas 
de réels liens avec des analyses complémentaires. En terme d'élevage piscicole, les Tilapia et 
Pangasius constituent les deux premiers groupes mondiaux, et l'Asie du Sud Est représente la 
première région productrice du monde. L'Europe principal client renforce sa législation sur 
l'importation. L'établissement d'un système documentaire en Asie reste un problème. Il est donc 
devenu indispensable de développer des méthodes scientifiques de contrôle. 
Etudier la flore commensale du poisson reste un choix intéressant si elle est spécifique de 
l'habitat d'origine. Les premières applications d'outil d'empreintes génétiques ont permis 
d'étudier des populations microbiennes complexes. De plus en plus utilisée pour les produits 
alimentaires, la PCR avec des amorces spécifiques suivi de l'électrophorèse en gel de gradient 
dénaturant (DGGE) est une technique qui devrait permettre de créer des profils 
électrophorétiques des populations bactériennes qui seront mis en relation avec en fonction de 
l'origine du poisson. 
Les avancées scientifiques dues aux travaux de cette A TP sont notables. Des méthodes 
innovantes ont vu le jour (extraction d' ADN total, DGGE, relation AFLP-galerie API, 
identification des Pangasiidae et des Tilapias }, des connaissances inédites sur les filières 
halieutiques au Vietnam et en Thaïlande ont été apportées. 
Les découvertes de nombreuses souches pathogènes sur les poissons nous ont conduit à créer 
un laboratoire de microbiologie P2 assurant une meilleure sécurité aux manipulateurs. 
30 étudiants et 15 chercheurs ont participé activement à cette ATP. 
Des partenariats efficaces ont vu le jour et il semble important de rappeler que les interactions 
entre les équipes ont permis d'arriver à des résultats bien plus probants que si les équipes 
avaient travaillé seules. Le schéma suivant résume les interactions inter-équipes : 
Espèces 
De nouveaux partenaires se sont joints à notre équipe pour conduire aux projets suivants : 
La société Phylogene, start up de Nîmes, avec qui nous avons obtenu en 2004 un projet Cost-
Trial de deux ans consistant à améliorer la méthode de DGGE. 
Deux projets AUF ont été accordés en 2005 sur la traçabilité des poisons au Vietnam, 
Thaïlande, Cameroun et Côte d'ivoire. 
Une deuxième thèse est financée par le gouvernement vietnamien à partir de 2005 . 
Un projet ADD a été déposé en 2005 en collaboration ave l'Ifremer de Palavas et de 
Montpellier sur la création d'un antibiotique naturel pouvant remplacer les antibiotiques 
chimiques. 
Un projet ANR a été déposé en 2005 en collaboration avec les sociétés Phylogene et Ivagene de 
Nîmes et l'iNra de Jouy sur la création de laboratoires intégrés sous format de biopuces. 
Un projet européen SSA est en cours de construction (septembre 2005) sur les méthodes de 
traçabilité. 35 partenaires ont déjà donné leur accord de participation. 
"R.elllercielllents 
Les travaux de l'équipe de l' A TP sont lllaintenant connus au niveau national et international 
(invitations à des congrès) et l'équipe remercie la Direction Scientifique du Cirad pour son fort 
soutien pendant ces trois dernières années. 
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Annexes 
Annexe 1 : Programme de restitution de la journée A TP 02/50 
Identification de marqueurs discriminants pour assurer la traçabilité des produits aquatiques 
tropicaux : applications à la traçabilité des poissons en Asie du sud-est » 
6 avril 2005, Amphithéâtre du Cirad, 
8h30: accueil des participants 
Session 1 : Restitution A TP Modérateur Didier Montet 
9h00: 
9h20: 
9h40: 
JOhOO: 
10h30: 
Didier Montet (Cirad-Amis, UR Tropiqual) : présentation générale du projet et des 
partenaires 
Jérôme Lazard (Cirad-Emvt, UR Aquaculture) : Deux filières aquacoles en Asie du Sud-
Est: caractéristiques, organisation et première approche de la traçabilité des produits. 
Gérard Loiseau (Cirad-Amis/Ensia-Siarc, UR Tropiqual) : Marqueurs microbiens dans les 
poissons d'Asie, et analyse par DGGE des flores bactériennes issues des poissons. 
Ratanapom Leesing (Doctorante Cirad-Amis, UR Tropiqual) Analyses des flores 
microbiennes sur les poissons originaires du Vietnam et de la Thaïlande 
Pause café 
Session 1 suite: Restitution A TP Modérateur Gérard Loiseau 
JOh50: 
llhlO: 
llh30: 
llh50: 
12h10: 
Samira Sarter (Cirad-Amis, UR Tropiqual) : Résistances aux ana.biotiques des bactéries 
isolées de Tilapia et de Pangasius 
Thierry Goli (Cirad-Amis, UR Tropiqual) : Effet des traitements technologiques sur les 
marqueurs 
Marc Jérôme, Véronique Verrez-Bagnis (Ifremer Nantes) : Identification par des 
marqueurs (protéines et ADN mitochondrial) des espèces de Tilapias et de leurs produits 
transformés. 
Jean-François Baroiller, Héléna D'Cotta (Cirad-Emvt, UR Aquaculture) : Les 
microsatellites, marqueurs d'espèces, de souches, et donc d'origine, effet des traitements 
technologiques. 
Didier Montet (Cirad-Amis, UR Tropiqual): synthèse et questions générales sur l'ATP. 
13h-14h30: Repas Cafétéria Cirad 
Session 2 : séminaire Traçabilité Modérateur Samira Sarter 
14h30 : Henri Temple (Centre de droit à la consommation, faculté de droit de Montpellier) : 
simplification du règlement 178/2002 sur les imports vers l 'UE 
14h50 : 
15h10: 
15h30: 
15h50: 
Jean-Luc Viruega (consultant JL V Conseil) : Les technologies et les techuiques dans la 
traçabilité : un point de vue 
Michel Larroque (UM II, Laboratoire de toxicologie) : L'analyse minérale en traçabilité 
Anne Gérard (Aria Languedoc-Roussillon) : Organisation de la gestion d'une crise 
alimentaire 
pause 
79 
Session 2 suite : séminaire Traçabilité Modérateur Thierry Goli 
16h10: 
16h30: 
16h50: 
17h00: 
Yves Bezombes (Président de la coopérative conchylicole "Bouzigues Coquillages"), 
Lionel Dabbadie (Cirad-Emvt, UR Aquaculture) : Traçabilité en aquaculture : 
l'expérience pratique d'une entreprise conchylicole de l'étang de Thau. 
Gilbert Sorski (PDG de la société Phylogene, Nîmes) : Les bio-puces, nouvelles 
techniques analytiques 
Didier Montet : synthèse et clôture 
Fin de la journée 
Annexe 2 : Inscrits Congrès A TP 
Cirad 
Montet Didier (Amis, UR Qualité des aliments) 
Sarter Samira (Amis, UR Qualité des aliments) 
Goli Thierry (Amis, UR Qualité des aliments) 
Loiseau Gérard (Amis, UR Qualité des aliments) 
Brat Pierre (Fhlor, UR Qualité des aliments) 
Dabbadie Lionel (Emvt) 
Lazard Jérôme (Emvt) 
Barlet Nicolas (Amis, UR Qualité des aliments) 
Clota Frédéric (Emvt) 
Nadine Zakhia-Rosis (Amis, Iate) 
Poisson Christian (Amis, Biotrop) 
Prades Alexia (Cp) 
Leesing Ratanapom (Amis, UR Qualité des aliments) 
Weil Mathieu (Cp) 
Le Nguyen Doan Duy (Amis, UR Qualité des aliments) 
Reynes Max (Fhlor, UR Qualité des aliments) 
Akaki David (Amis, UR Qualité des aliments) 
Cros Emile (Cp) 
Baroiller Jean-François(Emvt) 
D'Cota Héléna (Emvt) 
Duk Seyha (Amis, UR Qualité des aliments) 
Gibert Olivier (Amis, UR Qualité des aliments) 
Lafond Marie-Dominique (Amis, Die) 
Mattei Carolina (Amis, UR Qualité des aliments) 
Metayer Isabelle (Amis, UR Qualité des aliments) 
Nguyen Thi Thanh Thuy (Amis, UR Qualité des aliments) 
Meunier Jacques (Directeur Cirad-Amis) 
Boulanger Renaud (Cirad-Cp) 
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Extérieurs invités 
Viruega Jean-Luc (JL V Conseil) 
Larroque Michel (UM I Faculté de pharmacie) 
Skorski Gilbert (Société Phylogene Nîmes) 
Temple Henri (UM I, Faculté de droit) 
Gérard Anne (Aria LR) 
Verrez Bagnis Véronique (Ifremer Nantes) 
Jérôme Marc (Ifremer Nantes) 
Extérieurs non invités 
Y annick Gueguen (Ifremer Montpellier) 
Coeurdacier Jean-Luc (Ifremer Palavas) 
Flaven Elodie (illP 3B) 
Teppaz Géraldine (illP 3B) 
Christophe Collet (Anvar) 
Le Gars Jean-Claude (CREUFOP-UM 2) 
Ritter Didier (société Skuld Tee Montpellier) 
Ky Chin-Long (Ifremer Palavas) 
Demougin Vanessa (Ifremer Palavas) 
Peres Bruno (illP 3B/Phylogene Nîmes) 
Suzane Willy (illP 3B) 
Vernier Marjolaine (illP 3B) 
Lacroix Denis (Directeur Ifremer Palavas) 
Patroio Magali (illP 3B) 
Douillet Bertrand 
Houques Michel (Directeur Planète-Sciences) 
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